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RESUMO 
 
O transtorno afetivo bipolar (TAB) é uma doença psiquiátrica complexa que afeta 
milhares de pessoas no mundo. Alguns pacientes portadores do TAB são 
diagnosticados equivocadamente como depressivos unipolares e, portanto, são 
tratados ineficazmente. Diante desse fato, uma análise exploratória utilizando 
estratégias ômicas (proteômica e ionômica) comparativas no soro sanguíneo de 
pacientes com TAB, controles saudáveis, incluindo não familiares (CSNF) e 
familiares (CSF), pacientes com esquizofrenia (ESQ) e pacientes com outros 
transtornos mentais (OTM) foi realizado, a fim de determinar biomarcadores do TAB. 
Para o estudo proteômico, três métodos foram avaliados para simplificar o proteoma 
do soro sanguíneo: depleção de proteínas abundantes usando agentes químicos 
(acetonitrila, ACN; e ditiotreitol, DTT); depleção de proteínas abundantes, usando 
nanopartículas magnéticas (MNPs) e a equalização de proteínas usando kit 
comercial ProteoMiner® (PM). Para o estudo ionômico, dois métodos foram testados 
para a decomposição da amostra: decomposição assistida por microondas (método 
convencional) e decomposição rápida assistida por ultrassom de alta potência 
(método proposto). Como resultado do estudo proteômico, o método PM apresentou-
se como a melhor estratégia para remover as proteínas majoritárias. Por meio da 
comparação de imagens de géis 2-D DIGE, 37 spots de proteínas foram 
encontrados como diferencialmente abundantes (p <0,05, teste t de Student), que 
exibiram variação do fator de regulação ≥ 2 vezes o valor médio das intensidades 
dos spots do soro de pacientes ESQ, TAB e OTM em comparação aos controles 
(CSF e CSNF). A partir desses spots detectados, foram identificadas 13 diferentes 
proteínas: ApoA1, ApoE, ApoC3, ApoA4, Samp, SerpinA1, TTR, IgK, Alb, VTN, TR, 
C4A e C4B. Como resultado do estudo ionômico, o método proposto usando 
ultrassom apresentou as melhores condições para a extração de Zn, Cu, Fe, Li, Cd e 
Pb do soro sanguíneo. A partir da aplicação do método proposto, as recuperações 
dos analitos variaram entre 80 a 121%, com desvio padrão relativo variando entre 3-
10% (n=3). Assim, as condições ótimas foram aplicadas nas amostras de soro de 
TAB, ESQ, e indivíduos saudáveis, onde observou a ausência de Pb e Cd para 
todas as amostras avaliadas, e diferenças significativas na concentração de Zn, Cu, 
Li e Fe entre os grupos avaliados. Para o TAB, um alto nível da concentração dos 
metais foi observado, enquanto que para o grupo de ESQ, todos os metais foram 
  
encontrados em baixos níveis. Além disso, uma nova metodologia a base de 
membrana foi desenvolvida, a fim de extrair proteínas presentes em urina livres de 
interferentes. Nesse estudo, após otimização de alguns parâmetros, tais como 
composição da membrana polimérica, tamanho do poro da membrana, vazão da 
urina e pH do meio, foi observado melhores resultados usando membrana de 
nitrocelulose, com um tamanho de poro de 0,22 µm, e vazão de urina de 0,25 mL 
min-1, além de usar um pH 3 para obter uma retenção de proteína urinária na 
membrana superior a  90%. Além disso, a metodologia desenvolvida foi aplicada a 
um estudo de classificação de gênero. Como resultado, uma classificação 
significativa foi obtida, de acordo com os dados estatísticos. 
 
 
 
 
  
ABSTRACT 
 
Bipolar disorder (BAD) is a complex psychiatric disorder that affects thousands of 
people in the world. Some patients with BD are misdiagnosed as unipolar depressive 
and therefore are treated ineffectively. In  this way, an exploratory analysis using 
comparative serum (proteomic and ionomic) strategies in the blood serum of patients 
with BD, healthy controls, including non-family (HCNF) and family (HCF), patients 
with schizophrenia (SCZ), and patients with other disorders (OD) was performed in 
order to determine biomarkers of TAB. For the proteomic study, three methods were 
evaluated to simplify the proteome of the blood serum: depletion of abundant 
proteins using chemical agents (acetonitrile, ACN, and dithiothreitol, DTT); depletion 
of abundant proteins using magnetic nanoparticles (MNPs) and the equalization of 
proteins using commercial ProteoMiner (PM) kit. For the ionomic study, two methods 
were tested for the decomposition of the sample: microwave assisted decomposition 
(conventional method) and fast decomposition assisted by high power ultrasound 
(proposed method). As a result of the proteomic study, the PM method presented as 
the best strategy to remove the majority proteins. By comparing 2-D DIGE gel 
images, 37 protein spots were found to be differentially abundant (p <0.05, Student's 
t-test), which exhibited a variation of the regulation factor ≥ 2 times the mean value of 
the intensities of serum spots of ESQ, TAB and OTM patients compared to controls 
(CSF and CSNF). From these detected spots, 13 different proteins were identified: 
ApoA1, ApoE, ApoC3, ApoA4, Samp, SerpinA1, TTR, IgK, Alb, VTN, TR, C4A and 
C4B. As a result of the ionomic study, the method proposed using ultrasound 
presented the best conditions for the extraction of Zn, Cu, Fe, Li, Cd and Pb from 
serum. From the application of the proposed method, the recoveries of analytes 
ranged from 80 to 121%, with relative standard deviation ranging from 3-10% (n = 3). 
Thus, the optimum conditions were applied in the serum samples of TAB, ESQ, and 
healthy individuals, where the absence of Pb and Cd was observed for all the 
samples evaluated, and significant differences in the concentration of Zn, Cu, Li and 
Fe between groups evaluated. For TAB, a high level of metal concentration was 
observed, whereas for the ESQ group, all metals were found at low levels. In 
addition, a new membrane based methodology was developed in order to extract 
proteins present in urine free of interferents. In this study, after optimization of some 
parameters, such as polymer membrane composition, membrane pore size, urine 
  
flow rate and pH of the medium, the better results were observed using nitrocellulose 
membrane, with a pore size of 0.22 μm, and urine flow rate of 0.25 mL min-1, in 
addition to using a pH 3 to obtain a retention of membrane urinary protein greater 
than 90%. In addition, the methodology developed was applied to a gender 
classification study. As a result, a significant classification was obtained, according to 
statistical data. 
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1- Introdução  
 
O transtorno afetivo bipolar (TAB) é uma doença psiquiátrica 
caracterizada por alterações de humor marcantes, oscilando entre episódios de 
mania e depressão (De Jesus et al., 2017a; Rizzo et al., 2014). O TAB trata-se de 
uma doença crônica, severa e recorrente que afeta cerca de 3% da população 
mundial, sendo uma das principais causas de morte de pacientes por suicídio 
(Belzeaux et al., 2013; Fulford et al., 2014).  
Considerada uma doença complexa, devido ao alto grau de similaridade 
de alguns sintomas depressivos iniciais com outros distúrbios psíquicos, como, por 
exemplo, transtorno esquizoafetivo e esquizofrenia, o TAB apresenta uma escassez 
significativa de conhecimentos científicos acerca de sua patogênese. Alguns 
pacientes portadores do TAB são, por exemplo, diagnosticados erroneamente como 
depressivos unipolares, e, como consequência, são submetidos a tratamentos 
inadequados e ineficazes (Jesus et al., 2015; Chudal et al., 2014; Baldassano, 
2005). Diante desse fato, torna-se necessário a identificação de potenciais 
biomarcadores para o TAB, que venham a auxiliar no correto diagnóstico do 
transtorno e no entendimento das alterações bioquímicas associadas à doença e/ou 
sua patofisiologia, bem como na promoção do melhor tratamento para a doença. 
Os biomarcadores são considerados substâncias indicadoras de 
processos biológicos normais, de processos patogênicos ou de respostas 
farmacológicas a uma intervenção farmacêutica (Von Thun Und Hohenstein-blaul; et 
al, 2013). No caso de biomarcadores proteicos ou íons metálicos, especificamente, 
são definidos como sendo proteínas ou íons que apresentam alterações em sua 
concentração ou estado quando associados a algum estímulo ou doença (Sharma et 
al., 2013). 
O sangue humano (soro e plasma) tem sido amplamente estudado para 
identificar e quantificar espécies químicas (biomoléculas e íons metálicos), com foco 
em biomarcadores, que podem ajudar no diagnóstico precoce, prognóstico e 
progressão de doenças (De Jesus et al., 2017a; Giusti et al., 2014; Herberth et al., 
2011). No entanto, a complexidade de tais amostras impõe muitos desafios 
analíticos (De Jesus et al., 2017b). Por exemplo, em estudos proteômicos, dezenas 
de milhares de proteínas estão presentes em amostras de soro sanguíneo, com uma 
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faixa de concentração que pode variar em 10 ordens de grandeza (Fernández-Costa 
et al., 2014). No entanto, dessas dezenas de milhares de proteínas presentes no 
soro sanguíneo, apenas duas proteínas (albumina e imunoglobulinas) constituem 
cerca de 80% do teor total de proteína no soro, representando, assim, as proteínas 
de maior abundância (Fernández-Costa et al., 2014; De Jesus et al., 2017b). Embora 
tais proteínas sejam de vital importância para o correto funcionamento do sistema 
biológico, a albumina e a imunoglobulina podem interferir na detecção daquelas 
proteínas de menor abundância, sendo estas proteínas (menor abundâncias), 
geralmente, consideradas como potenciais marcadores biológicos de doenças 
humanas (De Jesus et al., 2017a). Além disso, outro exemplo de desafio analítico 
encontrado em estudo de busca por marcadores biológicos para doenças humanas 
está diretamente relacionado com a estratégia ionômica. Nesse tipo de estudo, a 
presença de compostos orgânicos, tais como aminoácidos, lipídios, polissacarídeos, 
etc. podem comprometer a sensibilidade e detecção do método analítico (Gómez-
Ariza et al., 2001). Assim, procedimentos de limpeza são necessários para remover 
ou reduzir os compostos interferentes. E nesse sentido, o preparo de amostra 
permanece sendo etapa fundamental para minimizar a complexidade das amostras, 
tal como o soro sanguíneo. Dessa forma, a proposta dessa tese de Doutorado é 
aplicar duas estratégias ômicas (proteômica e ionômica) amplamente utilizadas para 
a descoberta de biomarcadores. A hipótese é que com a aplicação dessas 
estratégias em amostra de soro sanguíneo de pacientes diagnosticado com o TAB, 
um painel de espécies químicas (sejam elas proteínas ou íons metálicos) possa ser 
encontrado, podendo ser usados para diferenciar o TAB de outras doenças 
psiquiátricas, a exemplo da esquizofrenia. No entanto, para isso, diferentes 
procedimentos de preparo de amostra foram avaliados para as diferentes estratégias 
ômicas. Para o estudo proteômico, três diferentes métodos foram avaliados para 
remoção de proteínas abundantes: (i) depleção baseada em nanopartícula 
magnética (MNPs); (ii) depleção usando agentes químicos (ditiotreitol, DTT; e 
acetonitrila, ACN) aplicados de maneira sequencial; e, por fim, uma técnica 
comercial amplamente utilizada nesse tipo de estudo (iii) o kit ProteoMiner®. Para o 
estudo ionômico, uma metodologia baseada na decomposição de amostra usando 
ultrassom de alta potência foi desenvolvida e sugerida como método para decompor 
o soro sanguíneo, a fim de determinar os íons metálicos de interesse. Para avaliar a 
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eficiência de tal método proposto, a técnica de decomposição assistida por 
microondas (técnica muito empregada em estudo ionômico) foi usada como controle 
de qualidade.  
Para traçar o perfil proteômico e ionômico de pacientes com TAB, o soro 
sanguíneo de tais pacientes foi comparado com soro sanguíneo de pacientes 
diagnosticados com esquizofrenia (ESQ) e outros transtornos mentais (OTM), bem 
como foi comparado com o soro sanguíneo de indivíduos saudáveis (familiar, CSF, e 
não-familiar, CSNF).  
Para o estudo ionômico, seis elementos foram escolhidos para serem 
monitorados no soro sanguíneo dos grupos de interesse, são eles: Zn, Cu, Fe, Li, 
Cd, e Pb. A escolha dos elementos foi baseada em sua importância como nutrientes 
importantes (Zn, Cu, Fe) para o correto funcionamento do sistema biológico, 
especialmente no sistema neurológico, bem como pela direta influência dos 
contaminantes ambientais (Pb e Cd), que podem influenciar no desencadeamento 
de doenças neurológicas. 
É importante destacar que a identificação e quantificação de 
biomarcadores protéicos e/ou metais exigem a aplicação de técnicas analíticas 
eficientes, robustas e sensíveis (Timerbaev et al., 2011). Dessa maneira, a 
combinação de técnicas analíticas de separação como a eletroforese em gel de 
poliacrilamida (1DE, 2-DE e 2- D DIGE) com técnicas de espectrometria de massas 
(ESI-QTOF MS, MALDI TOF MS e ICP-MS), apresentam-se como estratégias 
significativas para tal desafio, e, nesse sentido, tais técnicas foram também usadas 
nessa Tese. 
Para uma melhor compreensão do procedimento experimental, bem como 
uma melhor explanação dos dados obtidos, o texto foi divido em três capítulos: o 
primeiro e o segundo referem-se aos estudos proteômico e ionômico aplicados ao 
soro sanguíneos, respectivamente, a fim de identificar espécies químicas candidatas 
a marcadores biológicos do TAB, enquanto que no terceiro capítulo, os resultados 
obtidos durante o período sanduíche é apresentado, abordando o desenvolvimento 
de uma metodologia de preparo de amostra para a urina (outra amostra biológica tão 
importante quanto o sangue humano, utilizada em estudo de descoberta de 
biomarcadores de doenças humanas). 
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CAPÍTULO 1 
 
Aplicação da estratégia proteômica para identificação de 
proteínas diferenciais candidatas a biomarcadores de 
diagnóstico do transtorno afetivo bipolar. 
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1- Objetivos 
 
1.1- Objetivo geral 
 
Traçar o perfil proteômico do soro sanguíneo de indivíduos que 
apresentam o TAB, a fim de identificar proteínas diferenciais com potencial a 
marcadores biológicos de tal doença. Para isso, um estudo comparativo utilizando o 
soro sanguíneo de indivíduos diagnosticados com TAB, indivíduos saudáveis e 
indivíduos diagnosticados com outros transtornos psiquiátricos, a exemplo da 
esquizofrenia, foi realizado.  
 
1.2- Objetivos específicos 
 
• Avaliar diferentes procedimentos de preparo de amostra a fim de simplificar a 
complexidade da amostra, removendo proteínas de maior abundância, e 
enriquecendo aquelas proteínas de menor abundância, candidatas a marcadores 
biológicos. 
• Separar as proteínas de soro sanguíneos dos indivíduos presentes nos grupos de 
estudo por eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2-DE), de modo a 
obter os perfis proteômicos dos mesmos; 
•  Avaliar possíveis diferenças quanto a expressão das proteínas separadas entre 
as amostras avaliadas utilizando a técnica de eletroforese diferencial 
bidimensional em gel de poliacrilamida (2- D DIGE), onde, com o suporte de 
software específico, são obtidos dados como intensidade e volume de spots 
proteicos, sendo eles considerados como parâmetro de comparação; 
• Caracterizar as proteínas que apresentam diferenças na expressão por 
espectrometria de massas, usando equipamento do tipo nLC-ESI-QTOF MS, e, a 
partir dos dados gerados pelo espectrômetro de massas, identificar as proteínas 
por meio dos dados relacionados utilizando o programa Mascot. 
• Estabelecer possíveis relações entre as proteínas diferencialmente abundantes e 
a patofisiologia do TAB. 
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2- Revisão bibliográfica 
 
 A revisão bibliográfica apresentada a seguir enfocará os principais 
assuntos abordados neste capítulo. 
 
2.1- Transtorno Afetivo bipolar 
 
O transtorno afetivo bipolar (TAB) é uma doença crônica e recorrente com 
altos níveis de morbidade e mortalidade, sendo considerada a quinta maior causa de 
incapacidade entre todas as doenças (Miklowitz et al., 2006; Fulford et al., 2014). O 
TAB é caracterizado por período de mania, depressão, hipomania ou episódios 
mistos, com períodos de eutímia (estado de humor estável) (Kurdal et al., 2014). 
Em episódio de mania, o indivíduo apresenta sintomas, tais como baixa 
necessidade de dormir, comportamento impulsivo e um aumento na prática de 
atividades, esse episódio pode durar cerca de uma semana. Em episódios de 
depressão, que pode durar duas ou mais semanas, o indivíduo apresenta perda de 
interesse em realizar atividades, energia reduzida e apresenta ideias ou tentativas 
de suicídios. A hipomania apresenta os mesmos sintomas de episódios maníacos, 
no entanto com períodos mais curtos. Os episódios mistos são caracterizados por 
alternâncias entre mania e depressão (Sussulini et al., 2009). 
Quando diagnosticado o TAB, medicamentos já tradicionais no tratamento 
da doença são geralmente escolhidos como primeira opção. Dentre os 
medicamentos mais usuais, destaca-se a terapia com lítio (um estabilizador de 
humor), referenciada há mais de 60 anos no meio clínico. Outras drogas, como 
clorpromazia e olanzapina (antipsicóticos), também são consideradas opções de 
tratamento farmacológico do TAB (Marmol, 2008;Sussulini, 2010). Vale destacar que 
os mecanismos neurológicos de ação destas drogas em TAB ainda são 
desconhecidos e/ou pouco esclarecidos (Sussulini et al., 2011). Tal fato justifica o 
aprofundamento de novos estudos em busca de identificação de biomarcadores 
para o transtorno afetivo bipolar. 
O tratamento do TAB é divido em três fases, são elas: (i) fase aguda (trata 
a mania sem provocar depressão e/ou consistentemente melhora a depressão sem 
causar mania); (ii) fase de continuação (objetiva estabilizar os benefícios, reduzir os 
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efeitos colaterais e reduzir a possibilidade de recaída); (iii) fase de manutenção 
(objetiva prevenir mania e ou depressão, maximizando a recuperação funcional) 
(Hilty et al., 2006).  
Alguns estudos apontam evidências que indicam a existência de fatores 
genéticos na suscetibilidade para o transtorno afetivo bipolar, tanto em termos de 
componentes familiares como também em associações com outros transtornos 
psiquiátricos, sendo a esquizofrenia o principal deles (Leboyer et al., 2012;Geoffroy 
et al., 2014; Chudal et al., 2014). 
No entanto, a complexidade, a heterogeneidade e a ausência de 
marcadores biológicos de diagnósticos de TAB são fatores que podem contribuir 
para o diagnóstico equivocado da doença. A literatura recente relata a dificuldade de 
diferenciar TAB, depressão unipolar, esquizofrenia e doenças esquizoafetivas 
(Renner et al., 2012;Redpath et al., 2013). A alta prevalência de depressão, em 
relação aos sintomas hipomaníacos ao longo da TAB, e a presença de sintomas 
maníacos durante episódios depressivos, são algumas das principais razões para a 
dificuldade de diferenciar TAB e outras psicoses (Jesus et al., 2014).  
Atualmente, o diagnóstico TAB é feito exclusivamente usando diferentes 
tipos de questionários estabelecidos pela organização das nações unidas (ONU) e 
organização mundial da saúde (OMS) (Jesus et al., 2017a). No entanto, como 
qualquer outra doença com modificações fisiológicas no corpo, os pacientes com 
TAB são propensos a apresentar diferenças em seu sistema biológico, quando 
comparados com indivíduos saudáveis. E nesse sentido, a descoberta de tais 
diferenças é de fundamental importância para ajudar no diagnóstico correto de TAB. 
Assim, a descoberta de proteínas diferenciais candidatas a biomarcadores surge 
como importante desafio para o diagnóstico e entendimento de alterações 
bioquímicas associadas a tal doença . 
 
2.2- Biomarcadores 
 
 A descoberta de biomarcadores focada no diagnóstico é uma 
ferramenta importante para elucidar possíveis anomalias ou falhas no corpo humano 
(Von Thun und Hohenstein-Blaul et al., 2013). Um biomarcador é definido como uma 
substância que pode ser medido e avaliado, permitindo indicar processos biológicos 
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normais, processos patogênicos ou respostas farmacológicas a uma intervenção 
terapêutica. Diferentes marcadores podem ser usados para realizar diferentes 
avaliações, como por exemplo:  
•  diagnosticar uma doença;  
•  prever o resultado natural de um indivíduo com determinada doença; 
• prever se o indivíduo se beneficiará de um tratamento específico; 
•  e, avaliar a resposta de um indivíduo a um determinado tratamento. 
 Os biomarcadores de diagnóstico, prognóstico e monitoramento de 
terapia, se encontrado, podem auxiliar aos médicos a aplicar o melhor tratamento na 
cura ou combate dos sintomas de uma determinada doença (Atkinson et al., 2001). 
O campo da descoberta, desenvolvimento e aplicação de biomarcadores 
tem sido objeto de intenso interesse e atividade, especialmente com o surgimento de 
novas tecnologias ômicas, tal como a proteômica.  
A proteômica é uma área de ciência que examina todas as proteínas 
envolvidas em uma célula ou tecido de um organismo. A avaliação das proteínas 
presentes em um organismo em um determinado momento é essencial para 
entender os processos biológicos que ocorrem em organismos saudáveis e doentes. 
Nos últimos anos, muitos esforços têm sido empregados para identificar proteínas 
diferenciais com potencial a marcadores biológicos de distúrbios psicológicos, tais 
como TAB, esquizofrenia, depressão, entre outros (Patel, 2012; Huang et al., 2006). 
Para isso, diferentes tipos de amostras têm sido exploradas, como por exemplo, 
fluidos corporais (sangue, urina e saliva ) (Sokolowska e Ngounou, 2013) e tecidos 
cerebrais (Matsumoto et al., 2011), sendo o sangue humano (soro ou plasma), a 
amostra mais utilizada na análise proteômica para descoberta de biomarcadores 
(PateL, 2012). A escolha do sangue humano como principal amostra de estudo está 
diretamente relacionada com sua capacidade de fornecer informações completas do 
sistema biológico, bem como, ser a principal amostra usada em testes clínicos.   
No entanto, embora o sangue humano seja a principal fonte para busca 
de marcadores biológicos de doenças humanas, tal amostra impõe importantes 
desafios analíticos, devido sua complexidade. Assim, para superar tais desafios, 
técnicas baseadas na separação, quantificação e identificação, apresentando alta 
sensibilidade e seletividade, bem como eficientes estratégias de preparo de 
amostras são necessárias. Dessa maneira, nas seções seguintes, uma visão geral 
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no que tange a procedimentos de preparo de amostra e de técnicas analíticas 
usados na busca de proteínas diferencias é apresentada.  
 
2.3- Procedimentos de preparo de amostra para simplificar o proteoma de 
amostras biológicas 
 
Em proteômica, a busca por biomarcadores em fluidos biológicos, como 
por exemplo, o sangue humano impõe muitos desafios analíticos, principalmente 
devido à alta quantidade de proteínas presentes neste tipo de amostras. Para se ter 
uma idéia, os níveis de concentração de proteína em sangue (plasma e soro) podem 
variar em mais de dez ordens de grandeza. Nesse sentido, as proteínas com 
maiores concentrações podem interferir na detecção daquelas proteínas de menor 
abundância, dificultando, portanto, a identificação de marcadores biológicos. Para 
superar tal desafio, vários métodos têm sido apresentados na literatura como forma 
de remover ou minimizar a presença de tais proteínas abundantes. Por exemplo, 
segundo Javanmarda et al. (Javanmard et al., 2014), as proteínas mais abundantes 
podem ser depletadas usando uma plataforma automatizada on-chip (Jesus et al., 
2014) constituída por dois componentes. O primeiro componente consiste em um 
misturador microfluídico para uma mistura entre anticorpos e amostras de sangue 
(consistindo de células e proteínas séricas), que é injetado em um segundo 
componente, uma trincheira filtrante, que captura todas as células. A retenção das 
células e esferas que capturaram as proteínas altamente abundantes é feita, de 
modo que elas são empurradas para dentro da trincheira do filtro aplicando uma 
força dielectroforética negativa, e somente aquelas proteínas de baixa abundância 
fluirão, evitando equipamentos como centrífugas e colunas para a purificação de 
proteínas.  
Outro exemplo de depleção de proteínas abundante do sangue humano é 
o uso de kits comerciais, e nesse sentido o kit ProteoMiner se destaca. O kit 
ProteoMiner (BioRad) baseia-se na adsorção seletiva de proteínas em uma fase 
estacionária contendo um conjunto de peptídeos impregnados. Tal adsorção ocorre 
em condições limitadas de ligação. Assim, as proteínas de baixa e alta abundância 
são enriquecidas e reduzidas simultaneamente, possibilitando a detecção de 
proteínas de baixa abundância, nas quais os biomarcadores são geralmente 
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encontrados. O kit ProteoMiner foi aplicado com sucesso na busca de 
biomarcadores de TAB, encontrando  apolipoproteína A-I como proteína candidata a 
biomarcador  em resposta ao tratamento do lítio realizados por pacientes com TAB 
(Sussulini et al., 2011). 
Além dessas estratégias, outros procedimentos alternativos também têm 
sido empregados para depletar proteínas de alta abundância (Fernández-Costa et 
al., 2014; Roche et al., 2009; Jessen e Wulff, 2015), tais como colunas 
cromatográficas de imunoafinidade contendo anticorpos imobilizados, bem como o 
uso de reagentes químicos ( acetonitrila, ACN, e ditiotreitol  DTT) (Kay et al 2008; 
Warder et al., 2009) e o uso de nanopartículas magnéticas (MNPs) (Araújo et al., 
2015). 
 
2.4- Técnicas analíticas aplicadas na separação e identificação de proteínas 
diferenciais 
 
2.4.1- Técnicas de eletroforese em gel 
 
A eletroforese em gel uni- ou bi-dimensional (1-DE ou 2-DE) tem sido 
amplamente utilizado em estudo de proteômica clinica. Esse método permite avaliar, 
com significativa resolução, proteínas de amostras complexas, tal como  o soro 
sanguíneo (Rabilloud e Lelong, 2011). A eletroforese unidimesional (1-DE), também 
conhecida por eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sódio 
(SDS-PAGE, do inglês, sodium-dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) é 
um método popular bastante utilizado em (i) comparação proteômica de diferentes 
amostras, (ii) como segunda dimensão em analise 2-DE e (iii) em procedimento de 
validação proteômica por meio de western blotting. Na eletroforese em gel 
bidimensional (2-DE), as proteínas são separadas de acordo com dois princípios 
básicos de separação: (i) separação em primeira dimensão de acordo com seu 
ponto isoelétrico (pI), em um gradiente de pH pré-estabelecido em gel de 
poliacrilamida, e (ii) eletroforese em segunda dimensão, empregando o dodecil 
sulfato de sódio (SDS) como desnaturante, para a separação das proteínas em gel 
de poliacrilamida de acordo com suas massas moleculares (Li et al., 2011) (Figura 
1.1). 
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A técnica de 2-DE tem como vantagem a simplicidade e seletividade em 
separar centenas de proteínas presentes em amostras biológicas complexas, bem 
como a praticidade de coloração, possibilitando a quantificação de um maior número 
de proteínas. No entanto, a técnica 2-DE tem como limitação a não quantificação de 
proteínas com extremos pI e a não recuperação de proteínas hidrofóbicas e de alto 
peso molecular (Rabilloud e Lelong, 2011).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura1.1- Imagem representativa da técnica de 2-DE. Para a primeira dimensão, as 
proteínas em solução são separadas de acordo com seu pI, por meio da focalização 
isoelétrica (IEF) aplicando um campo elétrico. A força elétrica desloca as proteínas (cargas) 
até atingir o correspondente pI. A tira é carregada em um gel unidimensional (SDS-PAGE), e 
um novo campo elétrico é aplicado. Desta vez, as proteínas separam-se de acordo com os 
tamanhos correspondentes. Fonte: adaptada da internet  
 
A técnica 2-D DIGE, por vez, constitui-se, também, como outra técnica 
analítica aplicada em estudos proteômicos comparativos (Corrigan et al., 2011). Esta 
técnica baseia-se no uso de corantes fluorescentes, que possibilitam a realização de 
comparações proteômicas quantitativas exatas entre duas amostras, os quais são 
resolvidos no mesmo gel. Além disso, destaca-se a grande sensibilidade destes 
corantes, o que possibilita a detecção de proteínas pouco abundantes, quando estes 
corantes são comparados a outros usados na detecção de spots protéicos. Nesta 
técnica, misturas complexas de proteínas são marcadas com corantes fluorescentes 
antes da separação eletroforética, permitindo a detecção e quantificação de 
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proteínas com diferentes concentrações em um único gel. Os corantes são excitados 
em comprimentos de onda específicos, de modo que a intensidade de fluorescência 
comparada permita a quantificação de cada proteína presente no gel (Tonge et al., 
2001) (Figura 1.2). 
Para a obtenção dos dados da técnica 2- D DIGE, captadores de imagem 
com alta resolução e computadores associados ao método são utilizados. Tais 
equipamentos permitem uma exploração rápida de dados com detecção de spots, 
normalização, quantificação, perfilação de proteínas e obtenção de relatórios para a 
exportação de dados. 
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Figura1.2- Imagem representativa da técnica de 2-D DIGE. As proteínas extraídas de 
amostras de controle e de pacientes são marcadas com diferentes corantes CyDyes DIGE, 
misturado e separados por 2-DE. Os géis são digitalizados usando um instrumento capaz de 
detectar cada CyDye de forma independente. As imagens são analisadas e são 
determinados spots correspondentes às mesmas proteínas com diferentes níveis de 
abundância. Após 2D-DIGE, a proteína pode ser identificada por espectrometria de massas, 
ou por qualquer outra técnica adequada. Fonte: adaptada da internet. 
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2.4.2- Espectrometria de massas 
 
 
A espectrometria de massas (MS, do inglês mass spectrometry) é uma 
das principais técnicas analíticas utilizadas para a análise de proteínas, devido sua 
robustez, alta sensibilidade e especificidade, além de sua capacidade de gerar 
informação do conteúdo total de amostras complexas em um curto espaço de tempo 
(Deng et al., 2014). Uma das etapas nos experimentos de identificação de proteínas 
por MS consiste em fragmentar a proteína de interesse em uma série representativa 
de peptídeos, de modo que estes apresentem massas molares dentro da faixa de 
massas detectáveis pelos espectrômetros (Sussulini, 2011).  
Os espectrômetros de massas consistem em uma fonte de íon, um 
analisador de massas, um detector de íons e uma unidade de aquisição de dados. 
As técnicas de ionização mais empregadas em análise de proteínas são 
dessorção/ionização a laser assistida por matriz (MALDI) e a ionização por 
electrospray (ESI) e os tipos básicos de analisadores de massas são iontrap (IT), o 
quadrupolo (Q) e o tempo de vôo (TOF), orbitrap e outros (Domon e Aebersold, 
2006;Timerbaev et al., 2011). 
 
2.4.2.1- MALDI- Q/TOF 
 
A técnica de MALDI é um método de ionização brando, capaz de analisar 
compostos de alta massa molecular, não voláteis e termolábeis, como peptídeos, 
polímeros sintéticos, e compostos orgânicos em uma ampla faixa de massas 
molares (Mantini et al., 2008). 
Basicamente, a técnica utiliza o feixe de um laser para fornecer energias 
às moléculas, proporcionando sua dessorção, levando-as para a fase gasosa em 
sua forma iônica (Domon e Aebersold, 2006) 
No procedimento de análise, a amostra é primeiramente submetida a uma 
digestão proteolítica (geralmente empregando-se tripsina), de modo que peptídeos 
formados são, então, misturados com excesso de matriz orgânica ácida sobre uma 
placa de MALDI, onde ambas cristalizam após a evaporação do solvente. Sob alto 
vácuo, a mistura é submetida a curtos pulsos de laser que incidem sobre a amostra 
cristalizada, causando a sublimação da mesma. A região irradiada pelo laser é 
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aquecida e provoca a dessorção dos íons, sendo transferido através de campos 
eletromagnéticos para o analisador de massas. Os íons gerados serão separados de 
acordo com sua razão massa/carga antes de chegarem ao detector (Domon e 
Aebersold, 2006) (Figura 1.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.3- Ilustração de uma fonte de ionização por MALDI. Nesse tipo de ionização, os 
peptídeos são cocristalizados com uma matriz orgânica e, após bombardeamento por laser, 
são ionizados. Fonte: adaptada da internet  
 
No espectrômetro de massas, a determinação das relações massa/carga 
pode ser realizada através de um analisador por TOF, no qual os íons são 
separados e analisados ao longo de um tubo de comprimento específico de acordo 
com suas diferentes velocidades. Tal analisador pode ser combinado a outro para 
aumentar a eficiência na determinação de íons, por exemplo, muitos estudos relatam 
a combinação do TOF com o analisador quadrupolo (Q). Neste caso, a técnica 
denomina-se espectrometria de massas sequencial, na qual íons específicos são 
selecionados e sujeitos à fragmentação para posterior obtenção de um espectro de 
íons precursores. No quadrupolo, os íons são selecionados aplicando voltagens de 
radiofrequência (RF) nas barras, ocasionando a inversão de polaridade entre elas. 
Assim, o analisador quadrupolo atua como um filtro, permitindo que apenas os íons 
mais estáveis neste campo possam ser selecionados (Kinter e Sherman, 2000).  
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Desta maneira, no módulo sequencial (Q/TOF), os íons são inicialmente 
selecionados no quadrupolo, fragmentados em uma célula de colisão e as massas 
dos íons fragmentados são determinadas pelo analisador TOF. Assim, um espectro 
característico da proteína analisada é obtido. Este espectro de massas é comparado 
a uma base de dados que contêm sequências de proteína conhecidas. Esta 
comparação permite a identificação da proteína em análise (Kinter e Sherman, 2000) 
(Figura 1.4). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4- Imagem representativa do sistema sequencial (Q/TOF).  Após a ionização 
dos peptídeos, os íons de interesse são selecionados no quadrupolo (Q), fragmentados na 
cela de colisão, e logo em seguida, os fragmentos gerados são separados por tempo de voo 
baseado na massa molar de cada um. Fonte: adaptada da internet. 
 
Em um estudo, Rico Santana et al. (Rico Santana et al. 2014) reportaram 
a busca de novos marcadores biológicos para o diagnóstico precoce de acidente 
vascular cerebral isquêmico (AVC), fazendo uso de MALDI-TOF-MS como técnica 
de análise para obtenção dos espectros de massas dos peptídeos extraídos. No 
estudo, os pesquisadores coletaram 63 amostras de soro sanguíneo de pacientes 
com doenças neurológicas, sendo 45 deles pacientes com acidentes vascular 
cerebral isquêmico e 18 pacientes com outras desordens neurológicas. 56 amostras 
de soro de sangue de indivíduos saudáveis foram analisadas e consideradas como 
amostras controle. Ao final, nenhum biomarcador foi identificado para diferenciar 
entre pacientes de acidente vascular cerebral isquêmico e outra doença neurológica. 
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No entanto, eles conseguiram diferenciar pacientes com AVC isquêmico dos 
indivíduos saudáveis. 
 
2.4.2.2- ESI- Q/TOF  
 
Além da fonte de ionização do tipo MALDI, a técnica de ionização por ESI 
é, também, bastante utilizada para identificação de proteínas (Timerbaev et al., 
2011). Esta técnica tem como princípio a transferência de íons existentes em uma 
solução para a fase gasosa. Esta versatilidade aumenta significativamente a 
quantidade de substâncias passíveis de determinação. Tal ionização envolve a 
formação de um spray eletrolítico, que gera pequenas gotas carregadas, a partir das 
quais são liberados os íons (Moraes et al., 2003) (Figura 1.5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.5- Imagem representativa da fonte de ionização por ESI.  Nessa técnica de 
ionização, a solução aquosa contendo o analito é forçada a atravessar um capilar, formando 
um aerossol de gotas altamente carregadas que após evaporação do solvente geram 
formas ionizadas do analito. Fonte: adaptada da internet   
 
Nessa técnica, é necessária uma fonte de alta tensão (1000 a 7000 V) 
que esteja em contato com a solução contendo os eletrólitos. Esta solução é 
bombeada através de um microcapilar (d. i. 50 a 100 µm) numa vazão inferior a 10 
µL/min, no caso de fluxo menor que 1 µL/min, o processo é chamado de 
nanoelectrospray. Quando um potencial positivo é aplicado na solução, os íons 
positivos tendem a se afastar em direção a região menos positiva, ou seja, em 
direção ao contra-eletrodo. Assim, a gota sendo formada na ponta do capilar estará 
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enriquecida em íons positivos. Conforme a densidade da carga aumenta na gota, o 
campo elétrico formado entre o capilar e o contra-eletrodo aumenta provocando a 
deformação da gota. A frequência deste processo depende da magnitude do campo 
elétrico, da tensão superficial do solvente e da condutividade da solução (Moraes et 
al., 2003). 
O passo posterior é a obtenção do espectro de massas, através das 
mesmas técnicas descritas no item anterior, pela análise sequencial, do tipo Q/TOF. 
Em um estudo visando diferenciar pacientes com TAB e esquizofrenia, 
Iavarone et al. (Iavarone et al., 2014) sugeriram o uso de saliva para avaliar 
proteínas e péptidos. Nesse estudo o nLC-ESI-MS/MS foi aplicado para identificar e 
quantificação relativa dos peptídeos. As amostras de saliva foram tratadas com 0,2% 
(v/v) de ácido trifluoroacético e centrifugadas a 9 000 g durante 5 min. Todas as 
proteínas e peptídeos identificados estavam envolvidos no processo imunológicos 
de ambos os distúrbios. As proteínas identificadas apresentaram um aumento no 
fator de abundância de mais de 10 vezes quando comparadas com o grupo controle. 
Os níveis de α-defensins, por exemplo, estavam alterados significativamente, 
sugerindo que suas concentrações diferenciais poderiam estar associadas a uma 
maior atividade de neutrófilos e/ou a contribuição de outras células relacionadas à 
imunidade adaptativa. Este estudo sugere, também, que a desregulação da via 
imune dos glóbulos brancos periféricos pode estar associada à esquizofrenia, 
abrindo novas possibilidades de pesquisa para a elucidação dos mecanismos de 
ativação em doenças de humor. 
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3- Parte experimental 
 
3.1-  Materiais e reagentes 
 
3.1.1- Equipamentos 
 
• Balança analítica (Shimadzu, modelo AX200, classe I); 
• Fonte de corrente contínua (ArmershamBiosciences, Suécia); 
• Scanner, modelo Image ScannerTM II (GE Healthcare, Suécia); 
• Scanner modeloEttanTMDIGE Image (GE Healthcare, Suécia); 
• Sistema de purificação Mili-Q, modelo Quantum TM cartridge (Millipore, 
França); 
• Sistema para focalização isoelétrica, modelo EttanTMIPGphor IITM (GE 
Healthcare, Suécia); 
• Sistema para eletroforese SDS-PAGE, modelo SE 600 Ruby (GE 
Healthcare, Suécia);  
• Ultracentrífuga, modelo Bio-Spin-R (BioAgency, Brasil); 
• Reagentes de pureza analítica, provenientes das empresas 
AmershamBiosciences (Suécia), BioAgency (Brasil), J.T. Baker (EUA) e 
Merck (Alemanha), e vidrarias de uso rotineiro na área de bioanalítica. 
 
3.1.2- Tampões e soluções empregados 
 
• Solução selante de agarose: agarose 0,8% (m/m), azul de bromofenol 
0,002% (m/v), tampão de corrida diluído 3 vezes em água deionizada; 
• Solução de fixação: etanol 40% (v/v). ácido acético glacial 10% (v/v), água 
deionizada; 
• Solução descorante: metanol 5% (v/v), ácido acético glacial 7,5% (v/v), água 
deionizada; 
• Solução corante (coomassie coloidal): ácido fosfórico 10% (v/v), sulfato de 
amônio 10% (m/v), comassie G-250 0,12%, metanol 20% (v/v), água 
deionizada; 
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• Tampão Tris-HCl pH 8,8: água deionzada, Tris-base 1,5 mol L-1, ajuste de 
pH com ácido clorídrico (HCl); 
• Tampão de reidratação: ureia (7 mol L-1), tiureia (2mol L-1), CHAPS 2% 
(m/v), IPG buffer (anfólitos) pH 4-7 0,5% (v/v), azul de bromofenol  0,002% 
(m/v), água deionizada 
• Tampão de amostra: Tris-HCl pH 6,8 (40 mmol L-1), -mercaptoetanol 10% 
(v/v), glicerol 50% (v/v), SDS 10% (m/v), azul de bromofenol 0,1% (m/v); 
• Tampão de equilíbrio: Tris-HCl pH 8,8 (50 mmol L-1), ureia (6 mol L-1), 
glicerol 30% (v/v), SDS 2% (m/v), azul de bromofenol 0,002% (m/v), água 
deionizada; 
• Tampão de corrida (10 vezes concentrado): Tris-base (2 mmol L-1), glicina 
(192 mmolL-1), SDS 0,1% (m/v), água deionizada; 
• Solução de gel: acrilamida 30% (m/v), N,N-metilenobisacrilamida 0,8% (m/v), 
água deionizada; 
 
3.1.3- Outros materiais 
 
• Tubos BD Vacutainer® (BD SST® II Advance) 
• 2-D Clean-up Kit (GE Healthacare, Suécia) 
• Fita de gel de poliacrilamida imobilizado contendgradient de pH (4-7) 
(130x3x0,5mm) (ImmobileTMDryStrip, GE Healthcare, Suécia). 
 
3.2- Metodologia 
 
3.2.1- Aquisição das amostras 
 
 Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 
Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), e está registrado sob o número de 
protocolo 775/2010. Os pacientes deram seu consentimento por escrito antes da 
coleta da amostra (modelo de termo de consentimento e questionário em anexo). 
Todos os pacientes foram submetidos a tratamento no ambulatório psiquiátrico do 
hospital universitário e têm seu diagnóstico com base em critérios clínicos de acordo 
com a Classificação Internacional de Doenças, 10ª Edição (CID-10).  
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Cinquenta e três amostras de soro foram coletadas e classificadas em 
cinco grupos: o grupo controle foi selecionado com base na exclusão da história do 
TAB e é composto por amostras de (i) controle saudáveis familiar (CSF) e (ii) 
controle saudáveis não-familiar (CSNF); (iii) pacientes com esquizofrenia (ESQ); (iv) 
pacientes com TAB; e (v) pacientes com outros transtornos mentais (OTM). Para 
entender melhor as escolhas do grupo, é importante notar que em estudos 
anteriores do grupo (Sussulini et al., 2011a; Sussulini et al., 2011b) foram exploradas 
diferenças no perfil proteômico e ionômico de pacientes com TAB usando lítio e 
usando outras drogas. Assim, decidiu-se comparar pacientes com TAB com outros 
transtornos mentais, como ESQ, e também com outro grupo de pacientes 
apresentando outros distúrbios psíquicos (grupo OTM). Pacientes com outras 
condições médicas, como câncer, AIDS ou doenças hepáticas, endocrinológicas e 
metabólicas foram excluídos no processo de recrutamento. A Tabela 1.1 resume as 
características da amostra. 
 
Tabela 1.1- Informações dos indivíduos envolvidos na pesquisa 
 
CSF 
(n=3) 
CSNF 
(n=9) 
TAB 
(n=14) 
ESQ 
(n=23) 
OTM 
(n=4) 
Sexo (masculino/feminino) 1/2 2/7 5/9 17/6 3/1 
Idade (ano ± DP*) 39±16 35±8 36±9 34±9 31±5 
Tempo do diagnóstico (ano ± DP*) – – 4,5±4,3 8,7±7,5 4,5±2,9 
Fumante (masculino/feminino) 0/1 0/1 2/2 5/0 1/0 
*DP, desvio padrão. 
 
3.2.2- Preparo de amostra 
 
Três diferentes estratégias foram avaliadas para simplificar o proteoma do 
soro sanguíneo humano: (i) usando reagentes químicos (ditiotreitol, DTT, e 
acetonitrila, ACN); (ii) usando técnica de imunoafinidade (kit comercial ProteoMiner 
®, PM) e (iii) usando nanopartículas magnéticas. Os procedimentos são descritos a 
seguir: 
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3.2.2.1- Depleção de proteína abundante usando DTT e ACN  
 
Nesse procedimento, dois protocolos previamente publicados usando DTT 
(Warder et al., 2009) e ACN (Kay et al., 2008) foram realizados em sequência. De 
maneira resumida, três alíquotas de 20 μL de soro humano foram misturadas com 2 
μL de DTT (500 mmol L-1), solubilizadas em bicarbonato de amônio (Ambic, 12,5 
mmol L-1) e homogeneizadas. As amostras foram incubadas durante 60 min à 37ºC, 
centrifugada a 13 000 g durante 40 min e os sobrenadantes transferidos para um 
microtubo Lobind (Eppendorf, Cambridge, Reino Unido). Cada alíquota foi, em 
seguida, diluída com 45 μL de água e submetida à agitação. Logo em seguida, 85 μL 
de ACN foram adicionados e incubados durante 10 min em banho de ultrassom. O 
precipitado de proteína foi separado por centrifugação a 13 000 g durante 10 min à 
temperatura ambiente. Os sobrenadantes obtidos foram submetidos à evaporação 
até à secura em uma centrífuga concentradora com vácuo, sem aquecimento. A 
amostra foi reconstituída em 100 μL de uma solução contendo 8 mol L-1 de ureia, 2% 
(m/v) de CHAPS, 3 mol L-1 de tioureia e estocada a -20 ºC até a quantificação e 
posterior análise por eletroforese em gel. 
 
3.2.2.2- Equalização de proteínas usando ProteoMiner® (PM) 
 
O enriquecimento de proteínas de baixa abundância, bem como a 
remoção de proteínas de alta abundância das amostras de soro foram realizados, 
usando o kit PM de acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, as 
colunas spin de PM foram primeiro lavadas com água (2x por 5 min) e, em seguida, 
com tampão de lavagem (150 mmol L-1 NaCl, 10 mmol L-1 NaH2PO4, pH 7,4) (2x por 
5 min). Quatro alíquotas de soro humano (200 μL) foram, então, aplicadas na coluna 
e incubadas durante 2 h. Posteriormente, a coluna foi lavada com tampão de 
lavagem (3x por 5 min). A eluição de proteína foi realizada três vezes durante 15 min 
com 100 μL de reagente de eluição (contendo ureia, CHAPS e ácido acético). As 
frações eluídas foram ajustadas em pH neutro com uma solução de Tris 1 mol L-1, e 
estocadas à -20ºC até quantificação e posterior análise por eletroforese em gel. 
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3.2.2.3- Remoção de proteínas abundante usando nanopartículas magnéticas 
(MNPs) 
 
As nanopartículas magnéticas foram adquiridas em colaboração com o 
Prof. Dr. Ivo Milton Raimundo Jr. do Departamento de Química Analítica 
(IQ/Unicamp). A síntese das MNPs foi realizada de acordo com o protocolo de (Lu et 
al., 2007).  
A depleção de proteínas de alta abundância de amostras de soro usando 
MNPs foi investigada, avaliando alguns parâmetros: (i) a influência do tamanho de 
nanopartículas; (ii) tempo de incubação; (iii) razão massa de MNPs/proteína; e (iv) 
pH do meio no processo de depleção. Para este estudo, a agitação (300 rpm) e uma 
temperatura de incubação ( 25°C) foram condições experimentais predefinidas. O 
efeito do pH da amostra no procedimento de depleção foi avaliado variando de pH 
5,5 a 8,5 utilizando solução de Tris-HCl (0,1 mol L-1). Os volumes de soro sanguíneo 
(com uma concentração de proteína total de 54 μg L-1, quantificada previamente 
usando o kit 2-D Kuant) variando de 25 a 90 μL foram diluídos para um volume final 
de 100 μL usando tampão fosfato salino (2% v/v, pH 7,4) ou Tris-HCl (0,1 mol L- 1, 
pH 5,5 ou 8,5) e misturado com MNPs (5 µg) de modo a obter as seguintes 
proporções MNP/proteína: 1:200, 1:500, 1:1000. Além disso, o tempo de extração, 
que variou de 30 a 120 min; e o tamanho das MNPs, que variou de 30 e 70 nm, 
também foram investigados. Após o processo de depleção, o sobrenadante e a fase 
sólida (proteínas abundantes adsorvidas na superfície das MNPs) foram separados 
magneticamente. O sobrenadante foi, então, transferido para um tubo LoBind limpo 
e evaporado até à secura em uma centrífuga de concentrador de vácuo sem 
aquecimento. A amostra foi reconstituída em 100 μL de uma solução contendo ureia 
(8 mol L-1), CHAPS (2% m/v), tioureia (3 mol L-1) e estocada a -20 ºC até a 
quantificação e posterior  análise por eletroforese em gel. 
 
3.2.3- Quantificação de proteínas 
 
Após a realização dos procedimentos de depleção, a concentração de 
proteína foi determinada usando o kit comercial para quantificação de proteína 2-D 
Quant (GE, Healthcare). A quantificação foi realizada seguindo as instruções do 
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fabricante. Resumidamente, uma curva analítica do padrão de albumina de soro 
bovino (BSA) foi construída, com concentrações variando de 0,0 a 50,0 μg mL-1. A 
curva de calibração foi, então, utilizada para determinar a concentração de proteína 
nas amostras. Cada experimento foi realizado em triplicata para controle de 
qualidade e fins estatísticos. A seguinte equação descreve a eficiência de depleção 
(E): 
E = (Cf / Ci) x 100% 
Onde Cf é a concentração de proteína após o procedimento de depleção 
(μg μL-1) e Ci é a concentração inicial da proteína (μg μL-1). 
 
3.2.4- Análise eletroforética 
 
3.2.4.1- SDS-PAGE 
  
Para as análises empregando SDS-PAGE, 30 μg de proteína (cerca de 10 
μL de solução) de amostra de soro sem prévio tratamento, ou amostra de soro que 
sofreram o procedimento de depleção foram misturadas com tampão de amostra 
[10% (m/v) de dodecil sulfato de sódio (SDS), 40 mmol L-1 de Tris (pH 6,8), 50% (v/v) 
de glicerol, 0,1% (v/v) azul de bromofenol, 10% (v/v) de mercaptoetanol] em uma 
proporção de 1:1. O aquecimento a 98°C durante 3 min promoveu a desnaturação 
da amostra, a qual foi, então, carregada em gel de poliacrilamida 12% (m/v) de 1 mm 
de espessura. A separação eletroforética foi realizada da seguinte forma: 200 V 
durante 50 min e o gel corado com comassiee blue (CBB). Para remoção do corante, 
os géis foram incubados com uma solução de descoloração [40% (v/v) de metanol, 
10% (v/v) de ácido acético e 50% (v/v) de água] durante 24 h à temperatura 
ambiente. Em seguida, os géis foram enxaguados com água e incubados por pelo 
menos 1 h. As imagens foram adquiridas usando o ImageScanner (GE Healtchare). 
 
3.2.4.2- 2- D DIGE e estatística 
 
Cinco grupos foram utilizados para a análise de 2-D DIGE (Tabela 1.2). 
Os géis de cada grupo foram preparados em triplicata. A análise 2-D DIGE foi 
realizada usando o corante Cy2 como padrão interno com quantidades iguais das 
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duas amostras em análise. As amostras de cada grupo foram agrupadas e rotuladas 
com Cy3 ou Cy5. O precipitado de proteína foi obtido usando 20 μL de Tris (1 mol L-
1), 480 μL de metanol gelado, 240 μL de clorofórmio gelado e 360 μL de água 
gelada. O precipitado foi recolhido e solubilizado em 40 μL de tampão de lise (7 mol 
L-1 de ureia, 2 mol L-1 de tioureia, 4% (m/v) de CHAPS e 20 mmol L-1 de Tris, pH 
8,8). A determinação da proteína total foi realizada utilizando o kit 2D Quant (GE 
Healthcare, Uppsala, Suécia), de acordo com as instruções do fabricante. Para 
marcação com corantes CyDye DIGE, 60 μg de proteína de cada amostra foram 
marcadas com corantes 400 pmol de CyDye DIGE Fluor (GE Healthcare) e 
incubados em gelo, na ausência de luz, durante 30 min. As reações de marcação 
foram finalizadas pela adição de 1 μL de lisina 10 mmol L-1 e incubadas durante 10 
min. A focalização isoelétrica (IFE) foi realizada usando fitas contendo gradientes de 
pH que variaram entre 4-7  (Immobiline Dry Strips, pH 4-7, 13 cm, GE Healthcare) 
com uma programação de 14.600 Vh. Os géis foram digitalizados com um Ettan 
DIGE Imager Scanner (GE Healthcare) e analisados quanto às diferenças do 
proteoma, detecção de spots, relação entre os géis e normalização com base no 
padrão interno combinado antes da quantificação (Cy2). A abundância diferencial foi 
considerada como sendo estatisticamente significativa após o teste t de Student, se 
o fator de regulação for superior a 2, e  se p ≤ 0,05. Esses valores são estabelecidos 
pela HUPO (do inglês Human Proteome Organization). Depois disso, foram obtidos 
géis de 2-D PAGE e corados com azul comassie antes da análise de espectrometria 
de massas para a identificação da proteína. 
 
Tabela 1.2. Esquema para análise 2-D DIGE entre os grupos de estudo 
Experimento Grupos comparados 
1 Controle saudáveis não-familiar  vs Transtorno afetivo bipolar 
2 Transtorno afetivo bipolar  vs  Outros transtornos mentais 
3 Controle saudáveis não-familiar vs Controle saudáveis familiar 
4 Controle saudáveis familiar  vs Transtorno afetivo bipolar 
5 Esquizofrenia vs Transtorno afetivo bipolar 
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3.2.5- Digestão tríptica in-gel  
 
Para a digestão proteica usando tripsina, os spots de interesse foram 
manualmente cortados do gel e colocado em uma microplaca contendo resina de 
afinidade peptídica utilizando o kit Montage® In-Gel digestZP (Millipore, Bedford, 
EUA). O protocolo de digestão e eluição por vácuo foram realizados de acordo com 
(De Jesus et al., 2017b). Em resumo, foi realizado a remoção de corante CBB com 
bicarbonato de amônio/acetonitrila na proporção 1:1. As proteínas foram submetidas 
a redução e alquilação, utilizando DTT e ACN. A digestão tríptica foi realizada com 
aproximadamente 166 ng de enzima para cada spot. Finalmente, os peptídeos 
purificados foram eluídos da resina usando 100 μL de trifluoracetico (TFA) a 0,1% 
(v/v) em solução de acetonitrila 50% (v/v). Para eluição por vácuo, utilizou-se um 
Multiscreen® Vacuum Manifold (Millipore). 
 
3.2.6- Identificação de proteína usando nanoLC-QTOF MS 
 
As análises por LC-MS/MS dos peptídeos resultantes da digestão das 
proteínas foram realizadas em um cromatógrafo Waters nanoACQUITY UPLC 
acoplado ao espectrômetro Waters SYNAPT HDMS (QTOF), equipado com uma 
fonte de nanoESI. Um volume de 5 μL de amostra foi injetado no sistema UPLC 
usando uma coluna de proteção (Waters Symmetry C18, 20 mm x 180 μm).  Os 
peptídeos foram separados numa coluna analítica Waters BEH130 C18, 100 mm x 
100 μm e eluídos a 0,65 μL min-1 usando um gradiente linear que variou de 1-90% 
(v/v) de acetonitrila com ácido fórmico (0,1%, v/v). A detecção dos peptídeos foi 
realizada pelo espectrômetro Waters SYNAPT HDMS, configurado para operar no 
modo de aquisição da Data Dependent Analysis (DDA), sendo que o equipamento 
realiza a aquisição de um espectro por segundo. Quando espécies com múltiplas 
cargas são detectadas, as três espécies mais intensas são fragmentadas na cela de 
colisão. A energia de colisão é selecionada de acordo com a m/z precursora e a 
carga. A aquisição do espectro foi realizada no modo positivo, usando o software 
MassLynx v.4.1. Todos os espectros de massa foram processados usando Mascot 
Distiller (Matrix Science, Londres, Reino Unido) e pesquisados contra o banco de 
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dados NCBI. O nível de significância foi definido em p <0,05, o que corresponde a 
um score de 30. 
 
4- Resultados e Discussão 
 
4.1.1- Otimização dos parâmetros para remoção de proteínas abundantes em 
soro sanguíneo usando MNPs. 
 
Nos últimos anos, as MNPs têm atraído muita atenção como uma 
estratégia importante para a remoção de proteínas abundantes em amostras 
biológicas, porque fornecem aplicações simples, relativamente baratas e robustas na 
descoberta de proteínas diferenciais candidatas a biomarcador de doenças humanas 
(Yang et al., 2013). No entanto, embora, tal estratégia seja conveniente e rápida no 
processo de depleção, ela apresenta um grande número de variáveis que podem 
influenciar na eficiência de adsorção de proteínas na superfície das MNPs (Yang et 
al., 2013; Araújo et al., 2015). Por esse motivo, quatro parâmetros foram avaliados 
em triplicata para controle de qualidade e fins estatísticos: (i) tamanho das MNPs; (ii) 
tempo de incubação; (iii) razão massa de MNP/massa de proteína; e (iv) pH do meio. 
A agitação e a temperatura de incubação foram previamente definidas como 300 
rpm e 25 ºC, respectivamente. 
Para avaliar a influência do tamanho das nanopartículas na depleção de 
proteínas abundantes no soro sanguíneo, dois diferentes tamanhos (30 e 70 nm) de 
MNPs foram avaliados. A Figura 1.6 apresenta a caracterização das NPMs, usando 
microscopia eletrônica de varredura (MEV), distribuição dinâmica de luz (DLS), e 
análise termogravimétrica.  
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Figura 1.6- Imagens de microscopia eletrônica de varredura (MEV) e distribuição de 
tamanho das nanopartículas Fe
(TG / dTG) das partículas de Fe
 
 
 
       
3O4. (A) 30 nm; (B) 70 nm; (C) Análise termogravimétrica 
3O4 e (D) Espectro de difração de raio-x (DRX) para Fe
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O experimento foi realizado usando uma proporção inicial de 1:200 
(massa de MNP/ massa de proteína),  pH inicial de 7,4 e agitação durante 30 min. 
Após 30 min de incubação, o sobrenadante e as MNPs contendo as proteínas 
adsorvidas foram, então, separados magneticamente. A proteína restante no 
sobrenadante foi quantificada. Os resultados são apresentados na Figura 1.7 (painel 
A). Pela Figura 1.7 (painel A) observa-se que ambas as nanopartículas (30 e 70 nm) 
apresentaram eficiência na remoção da proteína da amostra de soro em 
comparação com o soro bruto. No entanto, embora as MNPs de 70 nm tenham 
menor área superficial, elas forneceram, curiosamente, melhores resultados em 
termos de depleção de proteína, atingindo uma recuperação de proteína de 
aproximadamente 4 μg μL-1 (Figura 1.7, painel A, gráfico de barra), enquanto as 
MNPs de 30 nm alcançaram recuperações de aproximadamente 7 μg μL-1 (Figura 
1.7, painel A, gráfico de barras). Estes resultados podem ser explicados em termos 
de aglomeração das MNPs. Em outras palavras, sugere-se que as MNPs de 30 nm 
podem ter sofrido uma rápida aglomeração in situ, influenciando na baixa adsorção 
das proteínas. No entanto, para as MNPs de 70 nm, tal aglomeração in situ foi 
mínima ou inexistente. Assim, esse fato indica que a agregação de MNPs pode 
afetar a interação efetiva entre as proteínas e MNPs. Como as MNPs de 70 nm 
apresentaram significativa remoção das proteínas abundantes, elas foram, portanto, 
consideradas para os experimentos posteriores. 
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Figura 1.7- Avaliação da eficiência dos parâmetros usados para remoção de proteínas 
abundantes. (A) efeito de tamanho MNPs; (B) influência da relação massa de MNPs/ 
massa de proteína; (C) influência do tempo de incubação; (D) efeito do pH. Resultados 
obtidos de três experimentos de depleção independentes. O gráfico de curva quadrada 
representa a recuperação da proteína (%) resultante após a depleção. O gráfico de barra 
representa a recuperação da proteína em µg µL-1. A análise estatística foi realizada com 
teste-t e considerada significativa para * p <0,001 e *** p> 0,05. 
 
Outro parâmetro importante que pode afetar a capacidade e a cinética da 
adsorção de proteínas na superfície das nanopartículas é a concentração de 
proteínas (Chen et al., 2014). Para investigar a influência da relação massa de 
MNPs/massa de proteína no processo de depleção, uma série de alíquotas de soro 
sanguíneo foi misturadas com MNPs (70 nm), resultando nas proporções (massa de 
MNP/massa de proteína) de 1:200,1:500 e 1:1000. A Figura 1.7, painel B, mostra 
uma diminuição na eficiência de depleção, com um aumento na concentração de 
proteína. Este fato pode ser explicado pela saturação do sistema. Em outras 
palavras, quando a quantidade de adsorvente (isto é a massa de MNPs) é mantida 
constante, e a concentração de proteína é elevada no sistema, uma diminuição nos 
sítios de adsorção disponíveis é reduzida, levando, consequentemente, a uma 
redução à eficiência da remoção de proteínas (Chen et al., 2014). Como a proporção 
1:200 (MNP/proteína) apresentou melhores resultados em relação a remoção das 
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proteínas de maior abundância, tal proporção foi então selecionada para os demais 
experimentos. 
O efeito do tempo de incubação no processo de depleção de proteína foi 
também avaliado, sendo que o tempo de agitação variou entre 30, 60 e 120 min. A 
partir da Figura 1.7 (painel C), pode-se observar que não há nenhuma alteração 
significativa na eficiência de depleção com tempo de agitação avaliado. Assim, o 
tempo de 30 minutos de agitação foi suficiente para garantir uma significativa 
remoção das proteínas abundantes, e, por isso, tal tempo foi selecionado como o 
tempo de incubação ideal. 
Para avaliar a influência do pH na processo de remoção de proteínas 
abundante no soro sanguíneo, 5 μg de MNPs (70 nm) foram adicionados a 25 μL de 
soro diluído em tampões com 75 μL de Tris-HCl em diferentes pH (5,5 ou 8,5) ou 
tampão fosfato salino (PBS, pH 7,4). As amostras foram, então, agitadas a 300 rpm 
durante 30 min a 25 ºC. De acordo com a Figura 1.7, painel D, no pH 7,4 foi obtida a 
menor capacidade de adsorção, enquanto os valores mais altos foram observados 
em pH 5,5 e 8,5. Esta observação pode ser explicada pela capacidade máxima de 
ligação entre MNPs e proteínas atingida no pH próximo ao ponto isoelétrico (pI) da 
proteína, como por exemplo, albumina (pI de 5.2-5.9) e imunoglobulina (pI de 8.0-
9.0), que juntas representam aproximadamente 80% da massa do soro sanguíneo 
humano. Tais condições sustentam significativamente os valores observados nesse 
estudo. Além disso, esses resultados estão de acordo com os dados relatados 
anteriormente por Peng et al. (Peng et al., 2004), que encontraram que a adsorção 
máxima de albumina na superfície da nanopartícula de Fe3O4 está próxima do seu 
pI. Portanto, considerando que a albumina é a proteína mais abundante no soro 
humano, sendo a principal espécie interferente na detecção de proteínas de baixa 
abundância, e como um dos objetivos do estudo é avaliar métodos para remoção de 
proteínas abundantes de amostras de soro, foi selecionado um valor de pH de 5,5 
para realizar a depleção de proteínas usando MNPs. 
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4.1.2- Depleção de proteínas abundantes usando MNPs 
 
Uma vez que as condições ótimas para o tratamento de amostras de soro 
foram encontradas usando as nanopartículas, tais condições foram aplicadas para 
obter o perfil de SDS-PAGE do sobrenadante e para avaliar a remoção de proteínas 
de alta abundância usando MNPs. Para a depleção de proteína, 25 μL de soro 
humano diluído com 75 μL de Tris-HCl pH 5,5 foram agitados (300 rpm) com 5 μg de 
MNPs (70 nm) durante 30 min a 25 ºC. Após esse tempo, o sobrenadante e as 
MNPs contendo proteínas adsorvidas foram separados magneticamente. O 
sobrenadante foi evaporado até à secura e reconstituído em tampão apropriado para 
análise SDS-PAGE, logo em seguida as proteínas reconstituídas foram 
quantificadas. Os resultados da quantificação mostraram as recuperações de 
proteínas no sobrenadante (cerca de 4,6 μg μL-1)  a partir da proteína do soro 
sanguíneo (ver gráfico da barra, Figura 1.8, painel A). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.8- Comparação dos métodos de depleção usando MNPs, DTT/ACN e PM. (A) 
Concentração de proteína (μg μL-1). Resultados obtidos de três experimentos 
independentes. O gráfico de curva representa a recuperação da proteína em (%) após a 
depleção. A análise estatística foi realizada com teste t e considerada significativa para a * p 
<0,001, ** p <0,05 e *** p> 0,05. (B) Imagem representativa do gel SDS-PAGE da amostra 
de soro sanguíneo após aplicação dos métodos de depleção, em duplicata. Uma quantidade 
fixa de proteína (30 μg) foi utilizada em todos os métodos. 
 
Ainda não é claro o mecanismo da adsorção das proteínas na superfície 
das nanopartículas, no entanto, muitas interações podem contribuir para a adsorção 
de proteínas em MNPs, como por exemplo, interações van der Waals, interações 
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hidrofóbicas, e especialmente, interações eletrostáticas (Hu et al., 2014) (Figura 1.9). 
Além disso, diferentes proteínas têm propriedades diferentes, que levam a diferentes 
comportamentos de ligação na nanopartícula.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.9- Imagem representativa da possível interação nanopartículas-proteínas.  
Várias interações podem influenciar a adsorção das proteínas na superfície das 
nanopartículas, sendo a interação eletrostática, gerada pelo pH do meio, a principal delas. 
Fonte: adaptada da internet  
 
A Figura 1.8 (painel B) ilustra a imagem do gel de SDS-PAGE, em que as 
proteínas presentes no sobrenadante foram incubadas com MNPs em condições 
ideais. Quando a depleção de proteína usando MNPs é comparada com o soro 
bruto, observa-se um aumento na resolução das bandas. Além disso, a resolução da 
banda indica claramente a depleção de algumas proteínas de alta massa molecular 
(> 80 kDa), bem como o enriquecimento daquelas de baixa massa molecular, 
quando comparada ao soro bruto. No entanto, este método não reduz 
significativamente a albumina, como destacado pela intensa banda na região 
próxima de 66 kDa (Figura 1.8, painel B). Este fato pode ser explicado em termos de 
tamanho da proteína, em outras palavras, proteínas maiores provavelmente se ligam 
mais fortemente às MNPs quando comparadas com aquelas menores (Hu et al., 
2014; Peng et al., 2004). Como a albumina é uma proteína relativamente pequena 
(~66 kDa), e como há proteínas maiores com pI’s semelhantes às da albumina, a 
competição por sítios de adsorção em MNPs dificulta a remoção total de albumina 
do soro sanguíneo. 
 
 
Fe2O3 Fe2O3
pI > 5 pI = 5
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5.1.3- Depleção de proteína usando DTT e ACN em sequencial 
 
Estudos recentes demonstram que ACN e DTT podem ser utilizados 
como reagentes eficientes para remover proteínas abundantes do sangue humano 
(soro e plasma) (Warder et al., 2009; Kay et al., 2008). A ACN demonstrou boa 
eficiência na redução de proteínas de alta massa molecular, a partir de plasma 
humano, enquanto que o DTT mostrou-se eficiente em depletar as proteínas 
abundantes ricas em ligações dissulfeto, como por exemplo, albumina e transferrina. 
Com base nesses resultados, ambos os reagentes químicos (DTT e ACN) foram 
combinados de maneira sequencial, com o objetivo de remover as proteínas de alta 
abundância no soro sanguíneo humano, a fim de encontrar proteínas 
diferencialmente abundantes com potencial a biomarcador do TAB. Assim, o soro 
humano foi primeiro tratado com DTT, e em seguida, o sobrenadante foi tratado com 
ACN. 
A incubação de 20 µL de soro com 2,2 µL de DTT (500 mmol L-1) durante 
60 min a 37°C resultou num precipitado sólido branco. Este fato pode ser explicado 
pelo rompimento das ligações dissulfeto intermoleculares e intramoleculares das 
proteínas (Figura 1.10). Essa destruição das ligações promove a desnaturação de 
proteínas ricas em tiol, permitindo a aglomeração e posterior precipitação de tais 
proteínas (Warder et al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.10- Imagem representativa da reação do rompimento de uma ligação 
dissulfeto realizada pelo ditiotreitol (DTT).  O rompimento dessas ligações permite a 
desnaturação das proteínas, e consequentemente sua aglomeração e precipitação. Fonte: 
adaptada da internet 
DTT
Ligação dissulfeto Rompimento da 
Ligação dissulfeto
Estrutura oxidada do 
DTT
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 Após a precipitação, o sobrenadante foi separado do precipitado por 
centrifugação (13 000 g). O sobrenadante, em seguida, foi diluído com água (45 μL) 
e homogeneizado usando vórtex. Depois de adicionar ACN de maneira gota a gota 
(85 μL), a solução ficou turva e de maneira instantânea observou a agregação das 
proteínas. Esta agregação pode ser causada porque os solventes orgânicos 
reduzem a constante dielétrica da solução de proteína, deslocando as moléculas de 
água em torno das regiões hidrofílicas na superfície da proteína, aumentando as 
atrações eletrostáticas entre as moléculas de proteínas (Figura 1.11). Assim, as 
proteínas agregam-se e precipitam. Antes da análise de eletroforese, a quantificação 
da proteína foi realizada. A partir da quantificação, verificou-se que após a depleção, 
apenas 3,6 μg μL-1 (gráfico de barras, Figura 1.8, painel A) do conteúdo proteico 
original foram mantidas. O perfil SDS-PAGE obtido após a depleção sequencial (ver 
Figura 1.8, painel B) mostra uma diminuição nas proteínas de alta massa molecular 
(caracterizadas pela depleção de ACN) e também o enriquecimento de algumas 
proteínas (caracterizadas pela depleção de DTT), cuja presença são mascaradas 
pela albumina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.11- Ilustração do processo de precipitação das proteínas usando solvente 
orgânico. O solvente orgânico reduz a constante dielétrica da solução, deslocando as 
moléculas de água em torno das regiões hidrofílicas na superfície da proteína, aumentando 
as atrações eletrostáticas entre as moléculas de proteínas provocando, assim, sua 
precipitação. Fonte: adaptada da internet. 
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4.1.4- Equalização de proteínas usando PM 
 
O PM é um produto comercial desenvolvido pela BioRad que permite 
reduzir a faixa dinâmica de proteínas no soro sanguíneo. O mecanismo de 
depleção,baseia-se na adsorção seletiva de proteínas em um suporte cromatográfico 
contendo uma conjunto de peptídeos seletivos. As proteínas de baixa e alta 
abundância são enriquecidas e reduzidas de maneira similar, fornecendo 
concentrações equivalentes, o que permite, também, a detecção daquelas proteínas 
de menor abundância (potenciais biomarcadores).  De acordo com a quantificação 
total de proteínas, aproximadamente 3,3 μg μL-1 foram recuperados (gráfico de 
barras, Figura 1.8, painel A). Devido à baixa recuperação da massa protéica, foram 
necessárias novas depleções. Cerca de 30 μg foram utilizadas para realizar a 
separação por SDS-PAGE (Figura 1.8, painel B), sendo possível observar uma 
menor densidade nas bandas do gel, confirmando uma diminuição na faixa dinâmica 
de proteínas na amostra de soro.  
 
4.1.5- Comparação da eficiência dos métodos de depleção 
 
A eficiência e a reprodutibilidade dos métodos de depleção foram 
avaliadas por análise de gel de SDS-PAGE em duplicata. Pelas análises, não foram 
observadas diferenças significativas entre as duplicatas de géis (Figura 1.12), 
confirmando a eficiência dos métodos em simplificar o proteoma do soro sanguíneo. 
Não surpreendentemente, entre os métodos de depleção avaliados, o método que 
permitiu melhores resultados para a remoção das proteínas de alta abundância foi o 
método usando o kit PM. Com o PM foi observado um menor teor de proteína, 
3,3±0,2 μg μL-1 (n = 3) no sobrenadante, enquanto o uso de DTT + ACN resultou em 
um sobrenadante com um teor de proteína de 3,6±0,1 μg μL-1 (n= 3). A depleção 
usando MNPs apresentou um sobrenadante com um teor de proteína total de 
4,6±0,2 μg μL-1 (n= 3) (Figure 1.8, painel A). Embora, os métodos de depleção 
usando MNPs e agentes químicos (DTT + ACN) apresentem significativa remoção 
de proteínas abundantes como visto na Figura 1.8, o método de equalização usando 
o kit comercial PM diminuiu significativamente a faixa dinâmica de proteínas 
abundantes, bem como permitiu um enriquecimento daquelas proteínas de menor 
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abundância (Figura 1.8, painel B) e por isso, foi escolhido, para esse estudo, como 
sendo a melhor metodologia para o tratamento de soro sanguíneo dos diferentes 
grupos de pesquisa, a fim de identificar proteínas diferenciais com potencial a 
biomarcador do TAB. 
 
 
Figura 1.12- Análise SDS-PAGE. (A) primeira réplica, e (B) segunda réplica 
 
4.1.6- Análise proteômica usando 2-D DIGE e nLC-QTOF MS 
 
Após a remoção das proteínas abundantes presentes nas amostras de 
soro sanguíneo dos pacientes (TAB, ESQ, OTM) e controles (CSF e CSNF), usando 
o kit PM, deu-se início às análises por 2- D DIGE. Para isso, aproximadamente 60 
μg de proteínas depletadas de cada grupo foram marcadas com corantes CyDyes. O 
desenho experimental descrito na Tabela 1.2 foi utilizado para realizar a marcação 
das proteínas com Cy3 ou Cy5. Todos os géis foram utilizados para detectar as 
diferenças entre os grupos. As imagens representativas dos géis de 2-D DIGE são 
apresentadas na Figura 1.13, painel A. Com a comparação computacional das 
imagens de gel 2-D DIGE, 37 spots de proteína foram encontrados diferencialmente 
abundantes (p <0,05, teste t de Student). Esses spots exibiram variação ≥ 2 vezes a 
variação do valor médio das intensidades de spots normalizados no soro de 
pacientes ESQ, TAB e OTM, quando comparados com os controles  (CSF e CSNF). 
Desses 37 spots diferencialmente encontrados, 13 diferentes proteínas foram 
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identificadas. A lista das proteínas identificadas é dada na Tabela 1.3, que inclui 
informações da análise por MS (peptídeos combinados, cobertura e score), bem 
como informações da análise por 2-D DIGE (fator de regulação, p-values).   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.13- (A) Imagens representativas 2-D DIGE. (a) Fluorescência de proteína marcada 
com Cy3 de indivíduos CSNF mostrados como verdes. (b) Fluorescência de proteína marcada 
com Cy5 de pacientes com TAB mostrada como vermelha. (c) Imagem mesclada de A e B. 
(d) Fluorescência da proteína marcada com Cy2 a partir da mistura de proteínas de CSNF e 
TAB, usadas como padrão interno. (B) Análise de rede molecular global das proteínas 
identificadas nesse estudo. Os códigos representam: ALB - albumina; APOA1 - 
Apolipoproteína A-I; C4A - Complemento C4-A; SERPINA1- Alpha-1-antitripsina; VTN - 
Vitronectina; APOC3 - Apolipoproteína C-III; TTR - Transteritina; APOA4 - Apolipoproteína A-
IV; TF - Transferrina; SAMP- Serum amilóide P. 
 
Ao comparar o grupo CSNF e o grupo CSF, cinco spots foram encontrados 
diferencialmente abundantes. A partir desses spots, apenas três proteínas 
(transtiretina, TTR, imunoglobulina kappa, IgK, apolipoproteína A-IV, ApoA4) foram 
identificadas. TTR e IgK foram encontrados com menor abundância, enquanto ApoA4 
foi encontrado altamente abundante na amostra de CSNF, quando comparado com 
CSF. Para análise comparativa entre os grupos CSNF e TAB, foram encontrados 23 
spots abundantemente diferenciados, no entanto, apenas seis diferentes proteínas 
foram identificadas. O baixo número de proteínas identificadas é justificado em termos 
de isoformas (ver Tabela 1.3). Dessas seis proteínas, duas proteínas (albumina, Alb; e 
apolipoproteína A-I, ApoA1) foram detectadas com maior abundância e quatro 
proteínas com menor abundância (complemento C4-A, C4A, alfa-1-antitripsina, 
SerpinA1 e apolipoproteína E, ApoE) quando compara-se o grupo TAB com CSNF.  
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Tabela 1.3- Informações das proteínas identificadas no estudo proteômico 
Spot 
# 
CSNF vs TAB 
Score 
pI*  MM (Da)** Comb. 
pept 
Cob. 
(%) 
Fator de 
regulação 
p-
values Proteína a b a b 
1 Albumin 202 5.92 5.90 71317 128753 13 21 + 5.85 0.004 
2 Albumin 910 5.92 5.99 71317 131773 43 56 + 5.45 0.051 
3 Albumin 790 5.92 6.08 71317 131773 43 57 
+ 5.2 0.052 
4 ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- 
---- ---- 
5 ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- 
---- ---- 
6 Apolipoprotein A-I 33 5.56 6.04 30759 68806 6 21 +2.48 0.050 
7 Complement C4-A 37 6.65 6.11 194247 70148 3 1 
- 2.56 0.022 
8 Complement C4-A 140 6.65 6.53 194247 68365 8 4 
- 2.33 0.023 
9 Complement C4-A 71 6.65 6.76 194247 69251 9 5 
- 2.99 0.021 
10 Alpha-1-antitrypsin 66 5.37 4.87 46878 43544 10 22 - 2.79 0.004 
11 Apolipoprotein A-I 148 5.56 5.05 30759 39024 18 49 
+ 2.70 0.007 
12 Apolipoprotein A-I 42 5.56 4.37 30759 34972 5 15 
+ 3.76 0.057 
13 Apolipoprotein E 128 5.65 6.48 36246 44509 9 34 
- 2.40 0.055 
Spot 
# 
TAB vs OTM 
Score 
 pI* MM (Da)** Comb. 
pept 
Cob. 
(%) 
Fator de 
regulação 
p-
values Protein a b a b 
14 ---- ---- ---- ---- ---- ---- ----- ---- 
---- ---- 
15 Vitronectin 80 5.55 5.44 55069 67058 8 14 
- 2.13 0.022 
16 Albumin 436 5.92 5.56 71317 67926 26 36 
-3.16 0.055 
17 Complement C4-A 31 6.65 4.15 194247 21726 2 1 
-2.65 0.050 
18 Apolipoprotein C-III 52 5.23 4.30 10845 11324 2 27 -2.65 0.027 
Spot 
# 
CSF vs CSNF 
Score 
pI* MM (Da)** Comb. 
pept 
Cob. 
(%) 
Fator de 
regulaçã0 
p-
values Protein a b a b 
19 ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- 
---- ---- 
20 Transthyretin 82 5.52 4.99 15991 9516 2 8 
- 2.39 0.026 
21 Ig kappa chain C 
region 77 5.58 5.55 11773 9205 5 51 - 3.52 0.057 
22 ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- 
---- ---- 
23 Apolipoprotein A-IV 44 5.28 4.14 45371 36141 8 20 
+ 4.00 0.003 
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Spot 
# 
CSF vs TAB 
Score 
pI* MM (Da)** Comb. 
pept 
Cob. 
(%) 
Fator de 
regulação 
p-
values Protein a b a b 
24 Apolipoprotein A-I 41 5.56 4.89 30759 36540 6 19 
+ 2.83 0.050 
25 Apolipoprotein A-I 369 5.56 5.09 30759 36141 27 63 
+ 3.07 0.051 
26 Apolipoprotein A-I 292 5.56 5.01 30759 35358 26 58 
+ 4.16 0.058 
27 Apolipoprotein A-I 228 5.56 4.95 30759 35748 24 56 
+ 3.09 0.057 
28 Apolipoprotein A-I 326 5.56 4.89 30759 35748 23 58 
+ 4.12 0.041 
29 Apolipoprotein A-I 193 5.56 4.85 30759 36540 16 51 
+ 4.34 0.054 
30 Transferrin 51 6.81 5.03 79280 93109 7 13 
- 2.79 0.004 
31 ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- ---- 
---- ---- 
Spot 
# 
ESQ vs TAB 
Score 
pI* MM (Da)** Pep. 
match 
Cob 
(%) 
Fator de 
regulação 
p-
values Proteína a b a b 
32 
Complement C4-A 
Complement C4-B 
116 
116 
6.65 
6.73 
6.53 
6.53 
194247 
194212 
68365 
68365 
6 
6 
2 
2 
- 2.33 
- 2.33 
0.023 
0.023 
33 
Complement C4-A 
Complement C4-B 
320 
320 
6.65 
6.73 
6.53 
6.53 
194247 
194212 
68365 
68365 
23 
23 
12 
12 
- 2.56 
- 2.56 
0.022 
0.022 
34 
Complement C4-A 
Complement C4-B 
60 
60 
6.65 
6.73 
6.71 
6.71 
194247 
194212 
147965 
147965 
5 
5 
2 
2 
- 3,58 
-3.58 
0.008 
0.008 
35 
Complement C4-A 
Complement C4-B 
153 
153 
6.65 
6.73 
6.89 
6.89 
194247 
194212 
127270 
127270 
9 
9 
6% 
6% 
- 2.98 
- 2.98 
0.016 
0.016 
36 
Complement C4-A 
Complement C4-B 
156 
156 
6.65 
6.73 
6.97 
6.97 
194247 
194212 
122921 
122921 
3 
3 
2% 
2% 
- 5.27 
- 5.27 
0.020 
0.020 
37 Serum amyloid P-
component 157 6.10 7.02 25485 21280 8 33% -2.00 0.021 
pI, ponto isoelétrico; MM,  massa molecular; a, valor teórico; b, valor experimental; pep, peptídeos; 
cob,cobertura. 
 
No estudo comparativo envolvendo grupos TAB e OTM, quatro proteínas 
(Alb; C4A; vitronectina, VTN e apolipoproteína C-III, ApoC3) foram identificadas e 
cinco spots foram detectados como diferencialmente abundantes. Todas as 
proteínas identificadas foram encontradas com menor abundância em OTM quando 
comparado com TAB. Em análises comparativas envolvendo CSF versus o grupo 
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TAB, oito spots foram detectados como diferencialmente abundantes, e sete 
proteínas (transferrina, TR e seis isoformas ApoA1) foram identificadas. Apenas TR 
foi encontrado com menor abundância, enquanto todas as isoformas de ApoA1 
foram detectadas mais altas em BD em comparação com HCF. Finalmente, ao 
comparar os grupos ESQ e TAB, seis spots foram encontrados diferencialmente 
abundantes, e apenas três proteínas (C4A, componente complemento C4-B, C4B e 
serum amilóide P, Samp foram identificadas). Todas as proteínas foram encontradas 
com menor abundância em soro para o TAB em comparação com ESQ. A Figura 
1.14 mostra o perfil de gel representativo, destacando os spots individuais com uma 
visão 3D dessas treze proteínas diferentes, diferencialmente abundantes no soro de 
TAB. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.14- Visão 3D dos spots individuais das treze proteínas identificadas como 
diferencialmente abundantes no soro sanguíneo de CSNF, CSF, TAB, ESQ e OTM 
usando o programa Decyder. Os spots são: Spot#1- albumina; spot#10- alpha-1-
antitripsina; spot#13-apolipoproteína E; spot#15-vitronectina; spot#18-apolipoproteína C-III; 
spot#20-transtiretina; spot#21-Ig kappa; spot#23-Apolipoproteína A-IV; spot#25-
apolipoproteína A-I; spot#30- transferrina; spot#33-Complemento C4-A; spot#35-
Complemento C4-B; spot#37-Serum amilóide P. 
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4.1.7- Prova de conceito: entendendo a provável relação das proteínas 
identificadas e o TAB  
 
Para checar as interações e funções das proteínas identificadas nesse 
estudo com o TAB, uma rede de interações moleculares foi construída. A construção 
da rede foi feita usando o software STRING v10 (www.string-dp.org). Foram 
incluídas na análise treze proteínas que mostraram alterações significativas em suas 
abundâncias no soro de grupos experimentais avaliados (TAB, ESQ, OTM) e grupos 
de controle saudáveis (CSF e CSNF). Cada proteína identificada foi convertida em 
seu gene e mapeada em seu objeto de gene correspondente na base de 
conhecimento STRING. Foi gerada uma rede e as relações diretas ou indiretas 
exibidas pelas proteínas entre si dentro da rede são mostradas na Figura 1.13, 
painel B. A rede mostrou 11 proteínas relacionadas aos processos biológicos do 
cérebro. Duas proteínas (C4B e IgK) não foram reconhecidas pelo software STRING 
e, portanto, não são apresentadas na análise da rede. Todas as proteínas 
identificadas foram categorizadas funcionalmente com base em termos de 
anotações de Gene Ontology (GO) utilizando o programa Universal Protein 
Resource (Uniprot) (www.uniprot.org). As principais categorias de funções 
associadas à rede incluíram transportador molecular, interações inflamatórias e 
resposta imunológica, regulador de enzimas e sinalização celular.  
Com base na rede de interações molecular global (Figura 1.13, painel B), 
proteínas como ApoA1, ApoE, ApoC3, ApoA4, Samp, SerpinA1, TTR, IgK, Alb, VTN, 
TR, C4A e C4B estão associadas à resposta inflamatória. Essas proteínas também 
são conhecidas como proteínas de fase aguda (FA), e estão direta ou indiretamente 
relacionadas com citocinas pró-inflamatórias (Herberth et al., 2011; Fan et al., 2014). 
Essas citocinas são excretadas por células inflamatórias em resposta a alguma 
lesão, como por exemplo, neuroinflamação (Fan et al., 2014). Embora o mecanismo 
neuroquímico da fisiopatologia do TAB ainda não seja totalmente compreendido, 
uma associação entre o transtorno afetivo bipolar e o funcionamento imunológico e 
inflamatório pode ser um mecanismo provável que permita explicar a fisiopatologia 
da doença (Herberth et al., 2011; Fan et al., 2014). Assim, as proteínas inflamatórias 
podem desempenhar papéis fundamentais no declínio cognitivo observado em 
pacientes diagnosticado com TAB (Fan et al., 2014). A inflamação nos 
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neurotransmissores tem forte impacto na saúde metal do paciente. Portanto, a 
presença de um estado pró-inflamatório ativa a enzima indolamina 2,3-dioxigenase 
(IDO), enzima degradante de triptofano e serotonina. A estimulação do IDO aumenta 
a produção de catabólitos de triptofano. Esse estímulo pode causar a redução no 
metabolismo energético da mitocôndria. Além disso, a geração de radicais livres e 
peroxidação lipídica, bem como um aumento no efeito neuroexcitatório e neurotóxico 
podem levar a distúrbios neuropsiquiátricos. Esses efeitos são modulados e 
regulados pelas citocinas inflamatórias (De Jesus et al., 2016b; Fan et al., 2014; 
Herberth et al., 2011) 
Resultados semelhantes são descritos na literatura. Em um estudo 
anterior realizado pelo nosso grupo, Sussulini et al. (Sussulini et al., 2011) 
descreveram um aumento no nível de ApoA1 (proteína FA) no soro de pacientes 
TAB tratados com lítio, sugerindo que ApoA1 pode ser um potencial marcador para 
resposta ao lítio em pacientes com TAB. Dean et al. (Dean et al., 2008) também 
relataram uma diminuição dos níveis plasmáticos de ApoE dos pacientes TAB 
quando comparados ao grupo controle e esquizofrênicos. Em consonância com 
estes achados, os resultados obtidos nesse estudo mostraram um aumento do nível 
de ApoA1 e uma diminuição de ApoE no soro de pacientes com TAB em 
comparação com o grupo OTM e o grupo ESQ (ver Tabela A1). 
Além disso, esse estudo também demonstra níveis significativamente 
alterados positivamente para as proteínas complemento C4 (fator A e B), 
imunoglobulinas (como IgK), alfa-antitripsina, albumina e transferrina em pacientes 
com TAB. Estes resultados corroboram com àqueles relatados por Giusti el al. 
(Giusti et al., 2014) e Herbert et al. (Herberth et al., 2011) que mostraram diferenças 
na expressão dessas proteínas em células mononucleares de sangue periférico e 
linfócitos periféricos, sugerindo a relação entre TAB, proteínas de fase aguda, e 
resposta inflamatória.  
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5- Considerações Parciais 
 
Do estudo proteômico, conclui-se que os principais objetivos deste 
trabalho foram amplamente alcançados. Entre os métodos de depleção avaliados, o 
kit PM apresentou-se como sendo a melhor estratégia para remover proteínas de 
alta abundância e por isso foi escolhido para o tratamento do soro sanguíneo de 
TAB, ESQ, OTM, CSNF e CSF. No entanto, embora, os métodos de depleção 
usando MNPs e os agentes químicos (DTT +ACN) não tenham sido escolhidos, não 
significa que eles foram ineficientes para remoção das proteínas de alta abundância 
presente no soro sanguíneo, pelo contrário, tais métodos mostraram ser eficientes. 
No entanto o kit PM mostrou-se melhor na resolução da separação das bandas 
proteicas quando comparados com os demais métodos de depleção e por isso foi 
aplicado no estudo comparativo protêomico do TAB com os demais grupos de 
estudo. Por meio da comparação de imagens de gel 2-D DIGE, 37 spots de 
proteínas foram encontrados como diferencialmente abundantes (p <0,05, teste t de 
Student). Tais spots apresentaram variação média superior a 2 vezes a variação do 
valor médio das intensidades de spots normalizados no soro dos  ESQ, TAB e OTM 
em comparação com os controles (HCF e HCNF). A partir destes spots detectados, 
13 diferentes proteínas foram identificadas: ApoA1, ApoE, ApoC3, ApoA4, Samp, 
SerpinA1, TTR, IgK, Alb, VTN, TR, C4A e C4B. Pela rede de interação global, essas 
proteínas, conhecidas como proteínas de fase aguda, atuam juntas e estão 
diretamente ou indiretamente relacionadas com citocinas pró-inflamatória, as quais 
atuam em resposta a alguma lesão inflamatória, como, por exemplo, a 
neuroinflamação, justificando, assim, as alterações encontradas na amostra de soro 
sanguíneo dos pacientes com TAB quando comparados com os controles. 
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CAPÍTULO 2 
 
Aplicação da estratégia ionômica na busca de íons 
metálicos diferenciais para diferenciar pacientes com 
transtorno afetivo bipolar de outras doenças psiquiátricas 
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1- Objetivos 
 
1.1- Objetivo geral 
 
Traçar o perfil ionômico do soro sanguíneo de indivíduos que apresentam 
o TAB, a fim de identificar diferenças na concentração de íons metálicos que 
permitam diferenciar pacientes com diagnóstico de TAB de outros distúrbios 
psiquiátricos, a exemplo da esquizofrenia, bem como de indivíduos saudáveis.  
 
1.2- Objetivos específicos 
 
• Avaliar diferenças na concentração de Zn, Cu, Fe, Li, Cd e Pb em amostras de 
soro sanguíneo de indivíduos com transtorno afetivo bipolar, esquizofrenia e 
indivíduos saudáveis. 
• Propor uma nova metodologia baseada em energia ultrassônica que permita 
extrair os metais de interesse a partir do soro sanguíneo humano, em um curto 
período de tempo; 
• Avaliar a melhor composição da solução extratora; 
• Avaliar a melhor amplitude (potência) de sonicação para a extração dos analitos; 
• Avaliar o tempo de sonicação ótimo aplicado no processo de extração; 
• Comparar a eficiência da metodologia proposta com a decomposição assistida 
por microondas (principal metodologia aplicada nesse tipo de estudo); 
• Aplicar a metodologia propostas em amostras de soro sanguíneo de indivíduos 
saudáveis e pacientes com o diagnóstico de  transtorno afetivo bipolar e 
esquizofrenia, a fim de determinar possíveis diferenças nas concentrações dos 
íons metálicos nas amostras de cada indivíduos do estudo; 
• Estabelecer possíveis relações entre as diferenças encontradas na concentração 
dos íons metálicos e a patofisiologia do transtorno afetivo bipolar. 
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2- Revisão bibliográfica 
 
  A revisão bibliográfica apresentada a seguir abordará os principais 
temas referentes a esse capítulo do estudo. 
 
2.1- Aspectos gerais das funções dos elementos químicos no sistema 
biológico 
 
 Alguns elementos químicos, sejam eles metálicos, semi-metálicos ou 
não-metálicos, nas suas formas iônica, livres ou associados a outras espécies 
químicas, estão presentes nos organismos vivos e desempenham papéis 
fundamentais na manutenção e funcionamento do sistema biológico (Trasobares et 
al., 2011). Muitos desses elementos, considerados como essenciais, tais como Zn, 
Cu e Fe, atuam como cofatores de enzimas que participam de diversos eventos 
biológicos, como por exemplo, transporte de oxigênio, inibição da formação de 
radicais livres, organização estrutural de macromoléculas, atividade hormonal, e 
outras (Lin et al., 2017). No entanto, como há elementos que são fundamentais para 
manutenção da vida, há também aqueles elementos que quando em contato com o 
sistema biológico de um organismo vivo, podem desencadear diversas reações 
toxicológicas, promovendo alterações bioquímicas no sistema biológico, podendo 
causar a morte de imediato (quando há a exposição a altas concentrações) ou 
lentamente (quando há uma exposição e acúmulo de baixas concentrações). Como 
exemplos desses elementos, pode-se citar o Cd e Pb. Tais elementos são usados 
em diversas áreas da indústria, sendo considerados como um dos principais 
contaminantes ambientais, causadores de morte por exposição (Heitland e Köster, 
2006).  Além disso, muitos elementos essenciais também podem ser tóxicos, 
uma vez que a toxicidade depende da concentração e das espécies químicas do 
elemento presente no organismo.  
Diante disso, torna-se necessário, cada vez mais, o estudo aprofundado 
da relação de elementos químicos e o desencadeamento de importantes doenças 
humanas. E nesse sentido, a metalômica surge como importante estratégia de 
avaliação. 
 
Tese de Doutorado, Jesus, J. R.       P á g i n a  | 74 
 
  
 
2.2- Metalômica 
 
 A metalômica é a área da ciência que está diretamente relacionada 
com a genômica e a proteômica, uma vez que a síntese e as funções metabólicas de 
genes e de proteínas ocorrem geralmente na presença de algum íon metálicos ou 
metaloenzimas, atuando como catalisadores biológicos na regulação das reações 
biológicas e das funções fisiológicas de um organismo (Shi e Chance, 2011). 
A abordagem metalômica é baseada no estudo do metaloma, o qual 
consiste no conjunto total de todas as espécies metálicas e semimetálicas presentes 
num sistema biológico, levando-se em consideração a identidade e concentração 
das mesmas (Vogiatzis e Zachariadis, 2014).  
O estudo metalômico pode fornecer importantes informações a respeito 
de determinado organismos, tais como: (i) perfil de distribuição dentro de células em 
tecidos específicos; (ii) o ambiente de coordenação; e (iii) a concentração das 
espécies metálicas individuais (Szpunar, 2004). 
Metaloproteínas e proteínas ligadas a íons metálicos ou semimetálicos 
são responsáveis por muitos processos metabólicos, tais como: conversão da 
energia biológica em fotossíntese e respiração, ou marcadores de processos que 
regem a expressão gênica e sua regulamentação (Garcia et al., 2006). No entanto, 
apesar de seu papel vital como cofatores regulares, os metais podem também ser 
altamente tóxicos e ser funcionalmente associado à fisiopatologia de várias doenças 
(Mounicou et al., 2009). 
Através da metalômica é possível explorar elementos reguladores de 
reações metabólicas que podem atuar como agentes etiológicos em várias 
desordens neurológicas ambientalmente induzidas, como TAB e esquizofrenia 
(Szpunar, 2004; Sussulini et al., 2011; Vogiatzis and Zachariadis, 2014). A 
metalômica pode contribuir significativamente para o estabelecimento dos perfis 
ionômicos (estudo de íons livres no sistema biológico) e metaloproteômicos (estudo 
de metais ou semimetais ligados a proteínas) em indivíduos controle, comparados 
com os mesmos perfis obtidos a partir de pacientes portadores de diferentes 
doenças psíquicas, tais como as que foram citadas anteriormente. A avaliação dos 
perfis metalômicos destes indivíduos permite identificar possíveis marcadores 
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específicos, e, assim colaboram no diagnóstico e em reavaliações terapêuticas de 
tratamento destas patologias. 
A estratégia analítica envolvendo estudos metalômicos inclui dois 
importantes componentes principais: (i) a etapa de preparo de amostras, que permite 
a determinação de metais livres de interferentes orgânicos; e (ii) e um detector 
sensível para a quantificação dos elementos. 
Em termos de quantificação de metais em fluídos biológicos metodologias 
analíticas bem fundamentadas são requeridas (Ivanenkoet al., 2013). Normalmente, 
a análise de metais é realizada por técnicas de significativa sensibilidade, como por 
exemplo, espectrometria de fluorescência atômica (AFS, do inglês atomic 
fluorescence spectrometry), fluorescência de raios X (XRF, do inglês X-ray 
fluorescence), espectrometria de absorção atômica (AAS, do inglês atomic 
absorption spectrometry), espectrometria de emissão ótica com plasma 
indutivamente acoplado (ICP-OES, do inglês inductively coupled plasma optical 
emission spectromety) e espectrometria de massas com plasma indutivamente 
acoplado (ICP-MS, do inglês inductively coupled plasma mass spectromety), sendo 
que, nos últimos tempos, ICP-MS tem sido a técnica de escolha para determinação 
de diferentes elementos em diversos tipos de amostras em concentrações a nível de 
ng L-1 a µg L-1(Bocca et al., 2005; Ivanenko et al., 2013; Agatemor & Beauchemin, 
2011). 
Como o ICP-MS foi a técnica aplicada nesse estudo, uma visão geral de 
tal técnica será a seguir abordada. 
 
2.2- ICP-MS 
 
A versatilidade do ICP-MS (Figura 2.1) em termos de sensibilidade e 
seletividade, a torna uma técnica apropriada para análise de determinação 
multielementar em diferentes amostras (Bocca et al., 2004). Dentre as principais 
vantagens desta técnica, destacam-se a ampla faixa dinâmica linear, o baixo limite 
de detecção, a alta velocidade de análise, além de permitir a obtenção de espectros 
simples, e da habilidade para análise isotópica (Ivanenko et al., 2013; Bocca et al., 
2004; Batista, 2009). Um exemplo da importância da ICP-MS em análise clínica de 
metais refere-se à determinação de Pb no sangue. Atualmente, a determinação de 
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Pb no sangue apenas é possível utilizando ICP-MS, devido às baixas concentrações 
encontradas, geralmente  valores < 1 µg L-1 (Marchante-gayón, Muñiz, Garc, & Sanz-
medel, 1999; Batista et al., 2009). 
Nessa técnica, a amostra é introduzida na forma líquida. O sistema de 
introdução de amostra consiste em um nebulizador (pneumático ou ultrassônico), 
que forma um aerossol fino, seguido por uma câmera de nebulização, separando as 
gotas maiores das menores vindas do nebulizador. O aerossol é então, levado para 
o plasma pelo fluxo do gás nebulizador, onde sofre rapidamente a dessolvatação, 
vaporização, atomização e ionização, podendo ocorrer também a formação de 
óxidos, devido a queda de temperatura pela saída do gás do canal central (Holler et 
al., 2009). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.1- Imagem representativa de um ICP-MS. A figura apresenta os vários 
componentes presentes em tal aparelho para a determinação de diferentes metais em 
diferentes amostras. Fonte: adaptada da internet 
 
O ICP produz íons monocarregados para o espectrômetro de massas 
(MS). Para que haja o transporte dos íons formados para o MS, uma interface com 
bomba de vácuo de múltiplo estágio é utilizado. Os íons formados pelo plasma são 
levados para o MS à baixa pressão por meio de um cone de amostragem de platina 
que se encontra refrigerado. Após passar por um segundo cone (chamado de 
skimmer), os íons são focalizados diretamente no caminho do analisador de massas 
usando uma série de lentes (eletrodos submetidos a diferentes voltagens). Os íons 
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são então separados no analisador de massas (quadrupolo) de acordo com sua 
razão massa/carga (m/z) (Batista et al., 2009; Holler et al., 2009). 
O plasma é formado em uma tocha de quartzo, que consiste em três 
tubos concêntricos através dos quais flui gás argônio (Ar). O fluxo externo é 
conhecido como gás central ou gás de “plasma”, ele é o responsável por manter o 
ICP. O fluxo de gás suporte é chamado de “auxiliar”, esse gás é usado para suportar 
o plasma e mantê-lo afastado das laterais da tocha de quartzo. O fluxo interno de 
gás é conhecido como gás nebulizador ou gás de arraste e transporta a solução do 
analito para o plasma. O plasma é formado quando uma faísca, originado da bobina 
de Tesla, é usada para produzir elétrons que são acelerados vetorialmente pelos 
campos elétricos e magnéticos tendo energia para ionizar o gás de argônio. O gás 
permanece eletricamente neutro, e isto o torna um bom condutor de eletricidade, 
assim, parte da energia do plasma é transferida para excitar e ionizar o analito 
(Holler et al, 2009). 
Embora o ICP-MS seja uma poderosa técnica na determinação de metais 
pesados, um dos seus maiores problemas é sua suscetibilidade a interferência 
(JAKUBOWSKI; MOENS; VANHAECKE, 1998). Essas interferências podem ser 
divididas entre interferências não-espectrais e espectrais (Jakubowski et al., 
1998;Agatemor & Beauchemin, 2011). 
As interferências não-espectrais ou de natureza física estão relacionadas 
com as propriedades das amostras, tais como viscosidade e volatilidade (Agatemor 
& Beauchemin, 2011). Essas interferências podem interferir no método de introdução 
e na ionização da amostra no plasma. Há vários métodos aplicados para detectar e 
eliminar este tipo de interferências, como o uso de padrão interno livres de 
interferências espectrais (índio e ródio), adição de padrão, diluição isotópica, ajuste 
de matriz e outros (Batista et al., 2009;Agatemor & Beauchemin, 2011). 
As interferências espectrais presentes na técnica de ICP-MS podem ser 
divididas em interferências isobáricas e interferências poliatômicas:  
• As interferências isobáricas ocorrem quando um isótopo de um elemento 
sobrepõe a leitura de um isótopo de outro elemento com a mesma 
massa nominal (Jakubowski et al., 1998). 
•  As interferências poliatômicas são formadas a partir de espécies 
ionizadas que são produzidas em regiões de baixa temperatura do 
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plasma ou na região de interface entre o plasma e os filtros de massa. 
Esses íons poliatômicos podem interferir na detecção de alguns isótopos 
de mesma massa nominal e são produzidos a partir do gás de argônio e 
de outros gases como oxigênio e nitrogênio, bem como de reagentes 
usados no preparo das amostras como os ácidos sulfúrico (H2SO4), 
clorídrico (HCl) e fluorídrico (HF), ou até mesmo da própria matriz (sais e 
íons) (Skoog et al., 2002). 
Além desses intereferentes, há também os óxidos, que são espécies que 
podem ser provenientes da amostra e/ou da recombinação dos íons no plasma 
(Batista et al., 2009; Skoog et al., 2002). Aumentar a temperatura do plasma, 
diminuir a vazão do gás de arraste, introduzir uma câmara de nebulização resfriada 
(4ºC) ou de um nebulizador ultra-sônico podem ser soluções para eliminar os 
interferentes (Holler et al., 2009). 
Outra opção frequentemente usada para minimizar ou mesmo eliminar as 
interferências em ICP-MS é o uso de cela de reação e colisão (DRC). O DRC-ICP-
MS é uma prática versátil que permite a eliminação de interferentes, devido ao uso 
de gases (CH4, O2, NH3, He e outros) que reagem ou colidem com os íons 
interferentes, possibilitando a detecção precisa dos analitos de interesse. 
Como exemplo da aplicação do ICP-MS para determinar a influência de 
íons metálicos em importantes doenças humanas, pode-se citar o trabalho de 
Ahmed et al (Ahmed e Santosh, 2010). Nesse trabalho, os autores avaliaram, por 
ICP-MS, a variação na concentração de 31 elementos em amostras de pacientes 
com o diagnóstico de Parkinson e indivíduos saudáveis. Como conclusão, os autores 
mostraram que Al, Cu, Fe, Mn, e Zn apresentaram significativas diferenças nas 
concentrações, sendo eles os principais elementos que contribuíram para separação 
de pacientes e controles por análise de componente principal (PCA).  
Outro trabalho que mostra a importância do ICP-MS em estudo de 
doenças humanas foi realizado por Sussulini et al. (2011). No estudo, os 
pesquisadores promoveram uma análise exploratória do perfil ionômico em soro 
sanguíneo de pacientes que sofriam de transtorno afetivo bipolar a fim de avaliar a 
influência do fármaco (carbonato de lítio) no sistema biológico durante o tratamento. 
Parar isso, pacientes diagnosticados com a doença sob diferentes tratamentos (TAB 
sob tratamento com lítio (n=15) e TAB sob tratamento com outros medicamentos 
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que não seja o carbonato de lítio (n= 10)) foram avaliados. Como conclusão, os 
pesquisadores encontraram quinze íons metálicos (As, B, Cl, Cr, Fe, K, Li, Mg, P, S, 
Se, Si, Sr e Zn) com concentrações significativamente alterados entre os grupos 
avaliados, associando tais alterações encontradas ao fármaco (carbonato de lítio) 
utilizado no tratamento dos pacientes com TAB. 
 
2.3- Preparo de amostras para determinação de metais em sangue humano 
 
Para a determinação de metais em sangue, diferentes metodologias para 
o tratamento das amostras são empregadas e reportadas na literatura, como por 
exemplo, a simples diluição (Palmer, et al., 2006;Online et al., 2013), ou a 
decomposição via úmida (Ahmed e Santosh, 2010) ou a decomposição ácida 
assistida por microondas (Bocca et al., 2005). Heitland e Koster(Heitland e  Köster, 
2006), por exemplo, reportaram um estudo que avaliava 37 elementos em 130 
amostras de sangue humano provenientes de pessoas que trabalhavam em área de 
exposição. Para a análise, os autores usaram uma diluição de 1/10 (v/v) de uma 
solução contendo 0,1% (v/v) de Triton-X e 0,5% (v/v) de amônia, como preparo de 
amostra e ICP-MS como técnica de análise. Segundo os autores, esse estudo 
permite nortear médicos e bioquímicos a entenderem o comportamento dos metais 
analisados no sistema biológico de trabalhadores expostos aos metais estudados.  
Ahmed e Santosh (Ahmed e Santosh, 2010) propuseram avaliar a 
influência de 31 elementos em sangue de pacientes com doença de Parkinson e 
controles por ICP-MS, fazendo uso da decomposição via úmida com 0,5 mL de ácido 
nítrico (HNO3) concentrado, como preparo de amostra. Com essa metodologia, os 
pesquisadores encontraram significativas diferenças na concentração de cinco 
elementos (Al, Cu, Fe, Mn, e Zn) entre pacientes e controles.  
No entanto, embora a simples diluição de amostras biológicas usando 
detergentes específicos, ou a decomposição via úmida apresentem resultados 
expressivos para as análises de determinação de diferentes metais em fluidos 
biológicos, bem como permita uma certa praticidade no preparo de amostra, 
principalmente para análise de uma relativa quantidades de amostra, tais 
procedimentos apresentam algumas limitações, como por exemplo, (i) perda da 
sensibilidade dos instrumentos, uma vez que a simples diluição, usando sais e 
Tese de Doutorado, Jesus, J. R.       P á g i n a  | 80 
 
  
 
detergentes, pode ocasionar o entupimento do nebulizador e do cone de 
amostragem, devido ao acúmulo de componentes orgânicos provenientes da matriz 
e do detergente (Batista et al., 2009); (ii) risco de contaminação da amostra; (iii) e 
risco de  perda de analitos voláteis. 
Assim, no geral, a digestão assistida por energia de microondas é a 
principal estratégia de preparação de amostras aplicada em estudos metalômicos, 
devido à sua alta eficiência e robustez, além de ser uma técnica que evita a perda 
de analitos volátes, bem como a decomposição livre de contaminação (Wolle et al., 
2014; Roos et al., 2012). No entanto, embora os fornos de microondas apresentem 
várias vantagens como as citadas anteriormente, a principal limitação desses 
procedimentos é o alto período de tempos disponibilizado para o resfriamento dos 
reatores, antes da sua abertura. Desta forma, as extrações de metais fazendo uso 
de ultrassom de alta potência tem se destacado para obter recuperações 
quantitativas elementares de várias matrizes (alimentícias e ambientais). A extração 
usando ultrassom, especialmente, com sonorreator do tipo cup-horn, apresenta 
várias vantagens, tais como (i) não está em contato com a amostra (sonicação 
indireta), diminuindo assim o risco de contaminação; (ii) permite trabalhar com 
pequenas quantidades de amostras e reagentes; e por fim (iii) apresenta baixos 
tempos de tratamento da amostra. 
Para o melhor dos nossos conhecimentos, não há na literatura nenhum 
estudo que relate o uso de extração assistida por ultrassom de alta potência do tipo 
cup-horn em amostras biológicas para determinação de metais relacionados a 
doenças humanas, como por exemplo, o transtorno bipolar. Assim, esse estudo teve 
como objetivo desenvolver um método rápido e preciso para a extração de Zn, Cu, 
Fe, Li, Cd e Pb de soro sanguíneo humano, a fim de diferenciar pacientes com o 
diagnóstico com TAB de outros transtornos psiquiátricos, como a esquizofrenia.  
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3- Metodologia 
 
3.1- Materiais e reagentes 
 
3.1.1- Equipamentos 
 
• Balança analítica (Shimadzu, modelo AX200, classe I); 
• Sistema de purificação Mili-Q, modelo Quantum TM cartridge (Millipore, 
França); 
• Ultracentrífuga, modelo Bio-Spin-R (BioAgency, Brasil); 
• Espectrômetro de massa com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS) 
(do tipo octapolo da Shimadzu modelo 2030); 
• Sonorreator ultrassônico do tipo cup-horn (Qsonica®, Newtown, USA); 
• Forno de microondas, modelo DGT plus (Provecto Analítica). 
 
3.1.2- Reagentes  
 
• HCl (37%, w/v, Merck); 
• HNO3 (69%, w/v, Merck;  
• Água ultra-pura com resistividade > 18MΩ obtida usando sistema Milli-Q 
(Millipore, EUA). 
• Padrão de soro sanguíneo (Sigma Aldrich); 
• Padrões de Cu, Zn, Fe, Li, Cd e Pb (Hexis Científica). 
 
3.1.3- Outros materiais 
 
• Tubos de polipropileno de 15 e 50 mL; 
• Vidrarias de uso rotineiro para determinação de metais. 
 
3.2- Preparo de amostra 
 
3.2.1- Aquisição das amostras 
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Para esse capítulo, vinte e duas amostras de soro sanguíneo foram 
selecionadas e classificadas em três grupos: (i) grupo controle; (ii) pacientes com 
ESQ; e (iii) pacientes com diagnóstico do TAB. A baixa quantidade das amostras, 
bem como a nova classificação dos grupos de estudo podem ser justificadas em 
termos da dificuldade em obter novas amostras. Como grande parte das amostras 
coletadas foram utilizadas significativamente no estudo proteômico, poucas 
amostras restaram para serem utilizadas no estudo ionômico. Além disso, outro fator 
que influenciou a baixa quantidade de amostra foi as características das amostras, 
uma vez que tentou-se ao máximo selecionar amostras com semelhanças nos perfis 
dos indivíduos envolvidos. A Tabela 2.1 resume as características da amostra. 
 
Tabela 2.1- Informações dos indivíduos envolvidos na pesquisa 
 
CS 
(n=6) 
TAB 
(n=8) 
ESQ 
(n=8) 
Sexo (masculino/feminino) 4/2 5/3 6/2 
Idade (ano ± DP*) 39±16 36±9 34±9 
Tempo do diagnóstico (ano ± DP*) – 4,5±4,3 8,7±7,5 
Fumante (masculino/feminino) 0/1 2/2 2/1 
*DP, desvio padrão. 
 
3.2.2- Procedimento de extração assistida por ultrassom 
 
Para avaliar a eficiência de extração assistida por ultrassom, experimentos 
de recuperação foram realizados usando soro sanguíneo fortificado com concentrações 
iguais a 1840 µg L-1 (Fe), 1600 µg L-1 (Cu), 1270 µg L-1 (Zn), 1,29 µg L-1 (Pb), 5 µg L-1 
(Li) e 5 µg L-1 (Cd). Esses níveis de concentração foram baseados em cartas de 
materiais certificados, simulando a real concentração desses elementos no soro 
sanguíneo. Para garantir a eficiência de interação dos metais com a amostra fortificada 
com as soluções dos metais, um tempo de espera  de 15 minutos foi aguardado. Logo 
em seguida, cerca de 100 µL de soro sanguíneo fortificado foram transferidos para 
microtubos Lobind contendo solução extratora composta por diferentes concentrações 
de ácido nítrico (HNO3) + ácido clorídrico (HCl).  Em seguida, a mistura (amostra-
solução extratora) foi sonicada à temperatura ambiente usando o sonorreator de alta 
potência do tipo cup-horn, variando o tempo (1, 3, 6, e 10 min) e a amplitude (20, 40, 
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60, 80%) de sonicação. Após a sonicação, o líquido sobrenadante foi separado da fase 
sólida por centrifugação durante cerca de 10 min a 13 000 g. Em seguida, o 
sobrenadante foi transferido para um tubo Falcon limpo e avolumado para 10 mL e 
levado à análise por ICP-MS. Para cada série de extração, um branco também foi 
medido. Os brancos foram preparados da mesma forma que as amostras.  As medidas 
foram realizadas em triplicata para cada procedimento de extração. O método de 
calibração externo foi usado, e por isso, os cálculos do conteúdo de metal em amostras 
foram baseados na curva de calibração obtida a partir dos padrões. A porcentagem de 
recuperação de todos os metais depois da extração por ultrassom foi calculada 
utilizando a seguinte equação: 
 
recuperação (%) = (valor obtido/ valor teórico) x 100 
 
3.2.3- Procedimento de decomposição assistida por microondas  
 
No procedimento de decomposição assistida por radiação microondas 
usando microtubos, 100 µL de soro sanguíneo fortificados foram adicionados em 
microtubos criogênicos com capacidade de 2 mL. Em seguida, 150 µL de HNO3 e 
100 µL de HCl foram adicionados. O programa de decomposição de amostra usando 
o forno de microondas foi o seguinte: (i) 300 W por 20 min; e (ii) 0 W por 30min. Em 
seguida, os frascos do microondas contendo as amostras foram retirados do forno e 
mantidos na capela por 30 min, a fim de aguardar o resfriamento, bem como a 
redução da pressão no interior dos frascos. Após esse tempo de espera, os frascos 
foram abertos e as amostras foram transferidas para tubos de polietileno do tipo 
Falcon com capacidade de 15 mL. Logo em seguida, as amostras e seus respectivos 
brancos foram avolumados para 10 mL com água deionizada e levados à analise por 
ICP-MS. 
 
3.2.4- Determinação empregando ICP- MS 
 
A determinação dos elementos na amostra de soro, após a 
decomposiçao, foi realizada com um ICP-MS do tipo octapolo modelo 2030 da 
Shimadzu, equipado com mini-tocha, nebulizador concêntrico e câmera de 
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nebulização ciclônica refrigerada com temperatura constante de 5 ºC, bem como 
assistido por cela de colisão preenchida com hélio (He). As configurações de 
voltagem da lente de íons, bem como outros parâmetros do instrumento foram 
checados diariamente com solução contendo berílio (Be, 10 µg L-1), índio, bismuto, 
cério (In, Bi, Ce, 2 µg L-1), cobalto e manganês (Co e Mn, 5 µg L-1). Os fluxos dos 
gases nebulizador, auxiliar e do plasma (mini-tocha) foram de 0,7, 1,10, e 8,0 L min-
1
, respectivamente. O fluxo de gás da cela foi de 6,0 mL min-1. A voltagem da lente 
foi de -21 V, e o filtro de energia foi de 7 V. Curvas analíticas multielementar foram 
construídas no intervalo de concentração entre 0,1 a 3 µg L-1  para os elementos Pb 
e Cd;  e para a determinação de Fe, Zn, e Cu, foi construída uma curva de 
calibração que variou de 10 a 100 µg L-1. Para o Li, uma curva de calibração variando de 
0,5 a 10 µg L-1 foi utilizada. 
 
4- Resultados e discussão  
 
4.1.1- Efeito da solução extratora com o emprego de ultrassom  
 
A composição da solução extratora é um importante parâmetro que afeta 
significativamente a eficiência de extração de metais em diferentes amostras. A 
natureza da amostra, bem como as propriedades dos ácidos utilizados na extração 
são fatores que regem a determinação de metais por ICP-MS (Lavilla et al., 2012). 
Para amostras com alto teor orgânico, tal como o soro sanguíneo, HNO3 é o ácido 
recomendado para a decomposição de tal amostra, devido ao seu poder oxidante 
(La Calle et al., 2012). Assim, para realizar significativamente a decomposição do 
soro sanguíneo, diferentes concentrações de ácido nítrico foram avaliadas. A 
concentração de HNO3 variou de 10 a 40% (v/v). Para o experimento inicial, a 
amplitude de sonicação (60%) e o tempo de sonicação (3 min) foram mantidos 
constantes. O volume final de extração de 350 µL foi mantido constante em todos os 
estudos de extração usando o ultrassom. A Tabela 2.2 mostra os resultados obtidos 
após a extração, usando as diferentes concentrações de HNO3. A partir da Tabela 
2.2, foi observado que a eficiência de extração para a maioria dos metais, aumentou 
com o aumento da concentração de ácido, sendo que, com exceção do elemento Fe, 
a concentração de 40% (v/v) apresentou a melhor extração (>80%) para os 
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elementos avaliados. A significativa eficiência da solução extratora contendo a 
concentração de 40% de HNO3 torna-se mais evidente quando se observa o 
elemento Pb. Na concentração de 40% (v/v), a recuperação de chumbo (101±3%, 
n=3) é quase o dobro, quando comparado com a solução extratora contendo 20% 
(v/v) de HNO3, em que a recuperação de Pb foi de 54±3% (n=3). No entanto, 
curiosamente, essa solução contendo 40% (v/v) de HNO3 não foi tão eficiente para a 
determinação de Fe. A baixa recuperação de Fe (<80%) pode ser devida a liberação 
incompleta desse elemento da matriz. Segundo La Calle et al (La Calle et al., 2012), 
o Fe é um elemento problemático para obter boas recuperações na maioria das 
amostras, quando se usa apenas ácido nítrico como único componente da solução 
extratora, e sugere o uso de HCl como um aditivo para potencializar a extração do 
Fe, uma vez que há a formação do complexo Fe-cloro (Fe2+ ou 3+ + HCl → FeCl42- ou 1-
), facilitando a sua extração. Nesse sentido, esse estudo também avaliou a sinergia 
de HCl e HNO3 na solução extratora. Para isso diferentes concentrações de HCl (1-
30%, v/v) foram avaliadas. A concentração de 40% (v/v) de HNO3 foi escolhida como 
concentração ótima para decomposição do soro sanguíneo, e utilizada nos 
experimentos para avaliar a influência de HCl como componente da solução 
extratora. 
 
Tabela 2.2- Recuperação (%) dos elementos após extração por ultrassom usando diferentes 
concentrações de HNO3.  
*n=3 
 
A eficiência da solução extratora usando diferentes concentrações de HCl 
misturados com ácido nítrico (40%, v/v) é apresentada na Tabela 2.3. A partir da 
Tabela 2.3, observa-se que houve um aumento na recuperação de Fe, à medida que 
a concentração de HCl também aumenta. A concentração de 30% (v/v) de HCl 
presente na solução extratora foi a que permitiu significativa recuperação do Fe 
 Concentração de HNO3 (%, ±DPR) 
Elemento 10% (v/v) 20% (v/v) 40% (v/v) 
Zn 108±1 118±1 126±2 
Cu 100±1 98±2 108,0±0,1 
Fe 67±4 72±2 72±1 
Cd 88±4 89±3 90±3 
Pb 58±1 54±3 101±3 
Li 69±3 76±3 88±3 
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(83±0,2%, n=3). É importante destacar, a manutenção das recuperações dos demais 
elementos (>80%) usando a solução extratora contendo 30% (v/v) de HCl + 40% 
(v/v) de HNO3.   
 
Tabela 2.3- Recuperação (%) dos elementos após extração por ultrassom usando 40% (v/v) 
HNO3 e diferentes concentrações de HCl.  
 *n=3 
 
4.1.2- Influência do tempo de sonicação 
 
O tempo de sonicação pode influenciar a eficiência de extração dos analitos 
em diferentes amostras, e por isso foi, também, avaliado. O tempo de sonicação 
variou entre 1 a 10 min. As condições de análise foram constantes para: amplitude 
(60%), concentração da solução extratora [HNO3 (40%, v/v) + HCl (30%, v/v)], 
volume da solução extratora (350 µL). A influência do tempo de sonicação para 
recuperações dos metais Zn, Cu, Fe, Cd e Pb após a sonicação são mostrados na 
Tabela 2.4. Os resultados mostram claramente que a eficiência de extração dos 
elementos aumenta com o aumento do tempo de sonicação. Esse fato é claramente 
visível quando se compara os resultados obtidos nos tempos de 1 min e 3 min. Uma 
significativa recuperação é encontrada para a maioria dos elementos quando o 
tempo de sonicação é alterado para 3 min. As recuperações variaram entre 80 a 
121%, com DPR variando entre 0,2-6% (n=3). Enquanto que usando o tempo de 
sonicação de 1min, as recuperações variaram de 30 a 82% com DPR entre 0,2-3% 
(n=3). No entanto, entre os tempos de 3 min a 10 min de sonicação, as 
recuperações não alteram significativamente e parecem similares para a maioria dos 
elementos. Dessa maneira, o tempo de sonicação de 3 min foi escolhido como 
sendo o tempo suficiente para a extração dos elementos de interesse, e por isso, foi 
usado nos experimentos posteriores. 
 
 Concentração de HCl (%, ±DPR) 
Elemento 1% (v/v) 5% (v/v) 15% (v/v) 30% (v/v) 
Zn 105±1 104,0±0,1 113±4 115,0±0,2 
Cu 96,0±0,4 96,0±0,3 104±4 98,0±0,1 
Fe 67±2 70±1 76±1 83,0±0,2 
Cd 82±1 83±1 91±3 96±11 
Pb 89±2 89±1 91±3 105±3 
Li 88±3 90±2 91±1 95±2 
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Tabela 2.4- Recuperação (%) dos elementos após extração por ultrassom em diferentes 
tempos de sonicação. 
*n= 3 
 
4.1.3- Influência da amplitude (potência) de sonicação 
 
A influência da potência de sonicação (amplitude) na eficiência de 
extração dos analitos a partir do soro sanguíneo foi, também, avaliada. A amplitude 
de sonicação estudada variou de 20 a 80%, variando em termos de potência de 70W 
a 210W. A concentração da solução extratora [HNO3 (40%, v/v) + HCl (30%, v/v)], o 
volume da solução extratora (350 µL)), e o tempo de sonicação (3 min) foram  
mantidos constante.  
Sabe-se que a potência do ultrassom transmitida ao meio está 
diretamente relacionada à amplitude de vibração da sonda (Lavilla et al., 2012). A 
influência da amplitude do ultrassom no soro sanguíneo é mostrada na Tabela 2.5. 
Não surpreendente, observa-se que as melhores recuperações para a maioria dos 
metais são encontradas com o aumento da amplitude, atingindo a recuperação 
máxima usando a amplitude de 80% (equivalente a 210 W de potência), em que a 
recuperação variou de 83 a 121%, com DPR variando de 0,1-4%. A significativa 
melhoria na recuperação para a maioria dos elementos é evidente quando se 
aumenta a amplitude de 20% (78 W de potência) para 40% (107 W de potência). 
Para uma amplitude de 20%, a recuperação variou de 67 a 92%, com um DPR 
variando de 1-4% (n=3), enquanto que para a amplitude de 40%, observa-se uma 
recuperação entre 76 a 99%, com DPR variando entre 0,4 e 2% (n=3). Os resultados 
obtidos para Zn, Cu, Li, Cd e Pb indicam que uma amplitude de 40% é o suficiente 
para uma significativa recuperação dos elementos, no entanto devido a dificuldade 
em recuperar o Fe com valores superiores a 80%, esse estudo adotou a amplitude 
 Tempo de sonicação (%, ±DPR) 
Elemento 1 min 3 min 6 min 10 min 
Zn 70,0±0,2 121,0±0,3 115,0±0,2 120±1 
Cu 53,0±0,2 102,0±0,2 98,0±0,1 113±1 
Fe 30±1 80±4 83,0±0,2 83±1 
Cd 58±2 95±6 96±11 97±2 
Pb 82±3 96±6 105±3 108±3 
Li 78±4 90±3 95±2 98±3 
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de 60% (160 W de potência) como sendo a melhor amplitude para realizar as 
extrações dos elementos de interesse a partir do soro sanguíneo.  
 
Tabela 2.5- Recuperação (%) dos elementos após extração por ultrassom usando diferentes 
amplitudes de sonicação.  
*n=3 
4.1.4- Comparação da eficiência entre o método de decomposição proposto 
usando ultrassom e o método convencional de decomposição por microondas 
 
Para avaliar a eficiência do método proposto fazendo uso de ultrassom de 
alta potência, a técnica de decomposição assistida por microondas foi usada para 
checar a exatidão. Assim, uma comparação dos resultados de recuperação de Zn, 
Cu, Fe, Li, Cd, Pb,  usando a decomposição de soro sanguíneo, usando o ultrassom 
de alta potência (método proposto) e a decomposição convencional por microondas 
é apresentada na Tabela 2.6. A Tabela 2.6 compara as recuperações de ambas 
decomposições com as concentrações de cada metal usadas para a fortificação do 
soro sanguíneo. A partir da Tabela 2.6, observa-se significativas concordâncias entre 
os resultados obtidos para a extração assistida por ultrassom e a digestão total 
assistida por microondas. Recuperações médias para os metais foram encontrados 
na faixa de 80 a 121% com DPR variando entre 3-10% (n=3) para o método usando 
ultrasssom, enquanto que para a decomposição por forno de microondas, as 
recuperações variaram de 86 a 112%, com DPR variando entre 3-10% (n=3). Em 
relação ao tempo total da decomposição da amostra, o procedimento de extração 
usando ultrassom mostrou ser um método eficiente, robusto e rápido, uma vez que 
apresentou resultados similares com aqueles encontrados com o forno de 
microondas, porém, usando apenas cerca de 15 min (3 min para sonicação e 10 min 
para centrifugação) para preparar a amostra, permitindo, assim, um número maior 
de análise durante um dia de trabalho. Enquanto que na extração assistida por 
 Amplitude de sonicação (%, ±DPR) 
Elemento 20% 40% 60% 80% 
Zn 88±2 97±1 121,0±0,3 121,0±0,2 
Cu 92±1 99±1 102,0±0,2 102,0±0,1 
Fe 67±2 76±1 80±4 83,0±0,1 
Cd 83±3 91,0±0,4 95±6 96±2 
Pb 89±4 97±1 96±6 97±1 
Li 86±3 90±2 94±2 96±4 
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microondas, o procedimento de extração, requer 20 min (com potência de 300 W) 
para decompor a amostra, 30 min para esfriar o reator dentro do forno de 
microondas (com potência 0 W) e aproximadamente 30 min (à temperatura 
ambiente) para esfriar o reator antes de sua abertura, além do tempo necessário 
para realizar a limpeza dos reatores, restringindo, assim, o  preparo de amostras 
para poucas análises durante um dia de trabalho. Diante desses fatos, o método 
proposto de decomposição assistida por ultrassom apresenta-se como um método 
robusto, eficiente e rápido para determinação de Zn, Cu, Fe, Li, Cd, Pb no soro 
sanguíneo,  e por isso, será utilizado para a determinação de tais elementos no soro 
sanguíneo de TAB, ESQ, OTM, CSF e CSNF a fim de encontrar diferenças 
significativas na concentração de tais elementos que permita diferenciar o TAB dos 
demais grupos avaliados. 
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Tabela 2.6– Comparação da eficiência do método proposto usando ultrassom com a decomposição convencional usando forno de microondas (p<0,05) 
 
  
 
Elemento 
Valor de 
referência 
(µg mL-1) 
Valor medido 
(n=3; µg mL-1) 
Recuperação* 
(n=3; %) 
Curva de 
calibração 
 (µg L-1) 
R2 
LD 
(µg L-1) 
LQ 
(µg L-1) 
Ultrassom Microondas Ultrassom Microondas 
Fe 1,84 1,468±0,059 1,578±0,047 80±4 86±3 10-100 0,992 0,1 0,3 
Cu 1,6 1,62±0,11 1,442±0,072 102±7 90±5 10-100 0,999 0,02 0,05 
Zn 1,27 1,53±0,15 1,422±0,057 121±10 112±4 10-100 0,999 0,1 0,2 
Pb 0,00129 0,00126±0,00004 0,00126±0,0001 97±3 98±8 0,1-3 0,999 0,01 0,03 
Cd 0,005 0,0047±0,0003 0,0054±0,0005 95±6 109±10 0,1-3 0,999 0,002 0,01 
Li 0,005 0,0045±0,0003 0,0048±0,0004 90±7 96±8 0,5-10 0,999 0,01 0,04 
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4.2- Prova de conceito: avaliação das diferenças da concentração de íons 
metálicos em amostras de soro sanguíneo de pacientes com transtorno afetivo 
bipolar, esquizofrenia e indivíduos saudáveis. 
  
Vários estudos têm associados alguns distúrbios psiquiátricos com a 
desregulação de íons metálicos a partir de fluidos corporais e tecidos cerebrais 
(Pfaender e Grabrucker, 2014; Mustak et al., 2008; Roos et al., 2012). No entanto, 
pouco se sabe sobre a diferença na concentração de Zn, Cu, Li, Fe, Cd e Pb em 
amostra de soro sanguíneo de pacientes com TAB, pacientes com ESQ e indivíduos 
saudáveis. Assim, para entender a influência de tais íons metálicos na fisiopatologia 
de TAB e ESQ, o método proposto de extração assistida por ultrassom foi aplicado 
no soro sanguíneo do grupo avaliado para extrair analitos de interesse e tentar 
entender a possível diferença de perfil metálico entre TAB e indivíduos saudáveis, 
bem como esquizofrenia. 
Após a aplicação do método de extração proposto como procedimento de 
preparo da amostra, bem como a aplicação de ICP-MS como técnica de análise nas 
amostras de soro de cada grupo, foi observado a ausência de Pb e Cd para todas as 
amostras avaliadas. No entanto, os elementos Zn, Cu, Li e Fe foram 
significativamente associados a tais transtornos mentais (Figura 2.2). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.2- Comparação da concentração de metais (μg L-1) no transtorno bipolar 
(TAB, preto), controle saudável (CS, azul) e esquizofrenia (ESQ, vermelho). As análises 
estatísticas foram realizadas utilizando Teste t (n = 3), onde * p <0,01; *** p> 0,05. 
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A não determinação de Pb e Cd nas amostras avaliadas pode ser 
justificada em termos de contaminação ambiental. Em outras palavras, a exposição 
dos indivíduos avaliados a tais metais é tão insignificante, que os níveis presentes 
de Pb e Cd encontra-se abaixo do limite de quantificação apresentado pela 
metodologia, justificando assim a não determinação de tais elementos. A ausência 
de Pb e Cd em todas as amostras avaliadas, sugere que ambos os metais podem 
não estar envolvidos na fisiopatologia de ESQ e TAB. 
Para os outros metais, há um contraste nos níveis de todos os metais 
encontrados para TAB e ESQ, quando comparados com indivíduos saudáveis. 
Curiosamente, para o grupo de pacientes com TAB, todos os íons metálicos foram 
encontrados em níveis mais elevados que os grupos de ESQ e o grupo CS (Figura 
2.2), enquanto que para o grupo de pacientes diagnosticados com ESQ, observou-
se que todos os íons metálicos avaliados, exceto Li, foram encontrados em níveis 
mais baixos (Figura 2.2). As parcelas de PCA dos primeiros componentes mostram 
separação significativa entre os grupos avaliados, especialmente entre pacientes 
TAB e indivíduos CS, bem como pacientes ESQ. No entanto, quando se observa o 
segundo componente, é encontrada uma pequena separação entre pacientes ESQ e 
CS (Figura 2.3). Da Figura 2.4, observa-se que Cu é o principal componente para a 
separação significativa do grupo TAB dos demais grupos avaliados. Para os grupos 
ESQ, Zn é responsável por tal separação, enquanto que para o grupo CS, Fe 
desempenha essa função. 
O zinco e o cobre desempenham um papel importante em uma variedade 
de processos bioquímicos que modulam a função dos sistemas nervoso central e 
imune. Por exemplo, a alteração na homeostase do zinco no sangue pode refletir 
distúrbios de humor. Em consonância com esta afirmação, nossos resultados 
mostraram que, para o grupo de pacientes com TAB, os níveis de Zn aumentaram, 
enquanto que para os grupos de ESQ, a concentração de Zn foi menor. Resultados 
semelhantes são descritos na literatura. Por exemplo, Cai et al. (Cai et al., 2015) 
descreveu uma diminuição dos níveis de Zn no soro de pacientes SCZ, sugerindo 
que Zn pode estar envolvido na fisiopatologia ESQ. Sussulini et al. (Sussulini et al., 
2011) também relataram um aumento dos níveis séricos de Zn de pacientes com 
TAB quando comparados ao controle saudável. 
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Figura 2.3- Imagem de análise de componentes principais (PCA) para discriminação 
de pacientes com transtorno de afetivo bipolar (TAB), pacientes com esquizofrenia 
(ESQ) e controle saudável (CS). Cada símbolo representa um paciente individual e a 
distribuição espacial correspondente desses símbolos revela semelhanças e diferenças 
entre eles. 
 
Nossos resultados também mostram diminuição dos níveis de Cu no soro 
de pacientes diagnosticados com ESQ, e um aumento desse metal no soro de 
pacientes com TAB. A desregulação do Cu no sistema biológico pode contribuir para 
a fisiopatologia das doenças cerebrais. Este fato é justificado porque o Cu é um 
elemento essencial para a atividade de uma série de enzimas fisiologicamente 
importantes, como citocromo C oxidase, dopamina-beta-hidroxilase e Cu/Zn 
superoxidase dismutase, o que é crítico na eliminação de espécies reativas de 
oxigênio (Siwek et al., 2016). As falhas relacionadas a qualquer dessas enzimas 
devido a diminuição ou aumento de Cu podem explicar a origem da doenças 
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mentais. Em um estudo, Liu et al. (Liu et al., 2015) encontrou menor concentração 
de Cu no soro de pacientes com ESQ e associou a  diminuição na concentração do 
elemento com risco de esquizofrenia. Enquanto que Trasobares et al. (Trasobares et 
al., 2011) encontraram níveis mais elevados de Cu no soro de pacientes com TAB, 
associando esse aumento à fisiopatologia do TAB. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2.4- Perfil dos elementos para esquizofrenia (ESQ), transtorno bipolar (TAB) e 
controle saudável (CS). A figura mostra os principais componentes para a separação 
significativa entre os grupos. 
 
Além disso, nosso estudo também demonstrou aumento significativo de 
ferro no soro de pacientes com TAB, bem como uma diminuição da concentração de 
Fe no soro de esquizofrênicos quando comparado ao grupo de indivíduos saudáveis. 
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Estes resultados corrobaram com os relatados por Mustak et al. (Mustak et al., 2008) 
e Liu et al. (Liu et al., 2015) que mostraram diferenças na concentração de Fe em 
amostras de soro de TAB e ESQ. 
Em relação a Li, sem surpresas, foi observado um aumento significativo 
nos níveis deste metal em soro sanguíneo de pacientes com TAB. Este fato é 
justificado porque Li é o agente principal no tratamento do transtorno do humor, 
especialmente o transtorno bipolar. Assim, nossos resultados podem ser 
considerados satisfatórios. 
Uma relação muito forte pode ser estabelecida entre os resultados obtidos 
nesse estudo ionômico com aqueles resultados reportados no estudo proteômico 
(Capítulo 1). Por exemplo, nesse estudo foi observado diferenças significativas nos 
níveis de ferro para ambas as doenças (TAB e ESQ). Ferro é essencial para função 
normal neurológica, participando de maneira efetiva na síntese de mielina e 
neurotransmissores (Pinero e Connor, 2000). Estudos têm relatados o acúmulo de 
íon de ferro em cérebros  de pacientes com doenças neurológicas, sendo o ferro um 
dos responsáveis pela produção de radicais livres e estresses oxidativos nas 
atividades biológicas do cérebro (Sayre et al., 2000; Pinero e Connor, 2000). Para os 
estudos, o aumento da concentração do íon ferro no cérebro de pacientes com 
doenças neurológicas está, também, diretamente relacionado com o aumento da 
proteína transferrina em algumas regiões do cérebro. Essa informação corrobora 
com os resultados encontrados nesse trabalho de tese, uma vez que foi observada a 
elevação da transferrina (ver Tabela 1.3, Capítulo 1) e de íons ferro livres (Figura 
2.2, Capitulo 2) em soro sanguíneo de pacientes com TAB quando comparado com 
indivíduos saudáveis. Outra relação importante entre os dois estudos (proteômico e 
ionômico) está relacionada com os íons zinco e cobre encontrados 
significativamente alterados nesse estudo de tese para o TAB e ESQ quando 
comparados com o controle. Ambos os íons metálicos (Zn e Cu)  podem interagir 
com proteínas amiloides, como por exemplo a serum amyloid P component, 
formando agregados.  Tais agregados podem estar relacionado com graves 
sintomas desencadeadas por doenças neuropsiquiátricas, como por exemplo TAB e 
ESQ (Bush, 2013; Adlard e Bush, 2006).  Um aumento no nível de zinco (Figura 2.2, 
Capítulo 2)e proteínas serum amyloid P component (Tabela 1.3, Capítulo 1) tem sido 
observado em amostra de pacientes com TAB quando comparado com os pacientes 
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do grupo de esquizofrenia, comprovando, assim, a direta relação entre proteínas e 
metais na patofisiologia do transtorno afetivo bipolar.    
 
5- Considerações Parciais 
 
O método proposto baseado em extração assistida por ultrassom oferece 
uma preparação de amostra rápida e eficiente para a determinação direta de Zn, Cu, 
Fe, Li, Cd e Pb em amostras de soro humano por ICP-MS para discriminar pacientes 
com transtorno bipolar de outras doenças psiquiátricas. O sonorreator do tipo cup-
horn mostrou-se eficiente para a extração de metal em conjunto com a solução de 
extração contendo HCl de 40% (v/v) HNO3 + 30% (v/v) com tempos de sonicação 
curtos (3 min) e baixa amplitude de sonicação (60%). A capacidade de realizar 
extrações simultâneas a partir de várias amostras torna este sistema ultrassônico 
vantajoso em comparação com a digestão assistida por microondas. Além disso, 
após a aplicação do método proposto em amostras de soro sanguíneo de pacientes 
com TAB, ESQ e de indivíduos saudáveis, foi observado diferenças significativas 
nos níveis de Fe, Cu, Zn e Li para TAB e ESQ quando comparados com os 
controles, sendo que para o grupo do TAB, os metais foram observados em alto 
nível, enquanto que para o grupo de ESQ, todos os metais foram encontrados em 
baixos níveis. Tais resultados podem auxiliar a entender o comportamento 
bioquímico dos metais na patofisiologia de doenças psiquiátricas, especificamente o 
transtorno afetivo bipolar.   
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CAPÍTULO 3 
 
Desenvolvimento de uma nova metodologia baseada em 
membrana polimérica para caracterização do proteoma da 
urina 
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1- Objetivos 
 
1.1- Objetivo geral 
 
Realizar um estudo de recuperação de proteínas extraídas de amostra de 
urina, fazendo uso de uma metodologia simples e robusta de filtração baseada em 
membranas poliméricas. 
Esta etapa da tese foi desenvolvida durante o período de doutorado 
sanduíche realizado na Faculdade de Ciências e Tecnologia da Universidade Nova 
de Lisboa, em Portugal, sob a supervisão do Prof. Dr. José Luis Capelo Martinez. 
 
1.2- Objetivos específicos 
 
• Desenvolver uma nova metodologia simples e robusta que permita recuperar 
proteínas da urina, fazendo uso de membranas poliméricas; 
• Avaliar as condições ótimas para o estudo de extração e estabilidade das 
proteínas da urina, sendo elas: 
(i) composição das membranas (celulose, nitrocelulose e acetato de 
celulose);  
(ii) poros das membranas (0,22 e 0,45 µm); 
(iii) vazão (0,25; 0,5 e 1,0 mL min-1); 
(iv) pH do meio (3, 4, 5, 6, 7). 
• Realizar as extrações das proteínas, usando as melhores condições 
avaliadas; 
• Aplicar a metodologia desenvolvida em um estudo de classificação de gênero. 
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2- Revisão bibliográfica 
 
2.1-  A urina como fonte de biomarcadores de doenças humanas 
 
Assim como o sangue humano, a urina humana constitui uma das 
principais amostras biológicas que desempenham papel fundamental em 
diagnósticos clínicos (Thongboonkerd, 2007). Considerada uma amostra não 
invasiva, a urina e o seu proteoma têm sido, nos últimos anos, extensivamente 
investigados a fim de encontrar proteínas diferenciais com potencial marcador 
biológico de diferentes doenças humanas (Scher et al., 2010).  
 A urina é produzida pelo rim, o qual é formado por milhares de células 
funcionais chamadas néfrons. Os néfrons são divididos em glomérulos e tubo renal, 
sendo que os primeiros filtram o sangue originando a urina primitiva e o segundo 
absorve essa urina primitiva. A urina final chega através dos ureteres à bexiga, onde 
fica armazenada até a eliminação (Figura 3.1). Sendo o destino final de muitas 
biomoléculas envolvidas em reações bioquímicas, a urina permite a obtenção de 
informações de diferentes órgãos e processos, podendo ser uma importante fonte 
para estudos relacionados a doenças humanas (Decramer et al., 2008).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.1- Formação da urina pelos rins. Fonte: adaptada de Decramer et. al. 2008 
 
A identificação de biomarcadores por meio da urina pode levar ao 
desenvolvimento de testes simples de diagnóstico de importantes doenças 
humanas, bem como permitir a escolha do melhor tratamento terapêutico 
(Thongboonkerd e Malasit., 2005). No entanto, embora, a concentração de algumas 
proteínas seja adequada para a análise de espectrometria de massas, o tratamento 
de amostra para a análise proteômica baseada em urina tem uma série de desafios 
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(Scher et al., 2010). Exemplos como a diluição de concentração de proteínas, e o 
alto teor de sais presentes na urina são fatores que afetam a análise do proteoma 
urinário, interferindo, consequentemente, na detecção de proteínas candidatas a 
marcadores biológicos. Além disso, porque as análises proteômicas são geralmente 
realizadas com muito tempo após a coleta da urina, a instabilidade de muitas 
proteínas, especialmente as de menores abundâncias, pode interferir nos resultados 
obtidos de um estudo proteômico longitudinal (Remer et al., 2014). Diante disso, 
procedimentos de preparo de amostra são necessários a fim de minimizar/eliminar 
possíveis interferentes na análise proteômica da urina ou até mesmo isolar proteínas 
de interesse. 
 
2.2- Preparo de amostra para caracterização do proteoma urinário 
 
Na literatura, diversos protocolos empregados para isolar e/ou concentrar 
proteínas urinárias são descritos. Por exemplo, a precipitação de proteína usando 
solventes orgânicos é a metodologia mais simples e mais utilizada em estudo de 
proteômica envolvendo a urina. Nessa metodologia, diversos solventes são 
aplicados como mistura em diferentes proporções, ou de maneira pura. Entre os 
solventes mais utilizados, destacam-se: acetona, metanol, clorofórmio, 
diclorometano e ácido tricloroacético (TCA).  Logo após a precipitação usando os 
solventes, as amostras são centrifugadas e o sobrenadante e o pellet são 
separados. A depender das propriedades químicas dos solventes utilizados e das 
proporções aplicadas, proteínas com características específicas, como por exemplo 
hidrofobicidade ou hidrofilicidade podem ser precipitadas. Thongboonkerd et al. 
(Thongboonkerd et al., 2006), por exemplo, reportou a aplicação de acetona para 
precipitação de proteínas hidrofílicas. Para precipitar proteínas hidrofóbicas, os 
pesquisadores utilizaram clorofórmio e metanol.  
Outra metodologia bastante aplicada em estudo de caracterização do 
proteoma urinário é a diálise seguida de liofilização. Essa metodologia combina duas 
etapas em sequência. Na primeira etapa, as amostras de urina sofrem diálise, 
usando geralmente uma membrana cutoff de 3,5 kDa, logo em seguida, a solução 
resultante da diálise é transferida para um liofili
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da umidade. Esse método representa umas das metodologias mais eficientes na 
extração significativa das proteínas urinárias (Thongboonkerd et al., 2006). 
A ultracentrifugação também tem sido reportada como importante 
metodologia aplicada na caracterização do proteoma da urina. A metodologia 
baseia-se na aplicação da força de centrifugação em um experimento de 
sedimentação, onde os componentes mais densos são separados dos demais 
componentes. Para a extração das proteínas, um filtro de centrifugação com cutoff 
de massa molar de interesse é utilizado. Sigdel et al (Sigdel et al., 2008), por 
exemplo, usou um filtro com um cutoff de 5 kDa para monitorar transplantados renal.  
Embora todas essas metodologias citadas apresentem relativas 
vantagens para a extração de proteínas provenientes da urina, a maioria delas 
apresentam inúmeras limitações. Por exemplo, em relação à ultracentrifugação, a 
principal limitação é observada na seletividade das proteínas extraídas, uma vez 
que, tal metodologia apresenta boa eficiência apenas na extração de proteínas com 
características básicas e hidrofóbicas (Thongboonkerd e Malasit, 2005). Em relação 
à metodologia empregando diálise seguida de liofilização, as principais limitações é 
o longo tempo exigido no procedimento de diálise e liofilização, bem como a alta 
concentração de sais resultante devido à evaporação do líquido, o que pode 
interferir significativamente na análise por espectrometria de massas 
(Thongboonkerd et al., 2006). Diante dessas limitações, as informações sobre a 
eficácia desses diferentes métodos em termos de qualidade e rendimento de 
recuperação são questionáveis. Além disso, um dos principais questionamentos em 
torno dessas metodologias é o quão confiável é o resultado obtido a partir do estudo 
proteômico com proteínas estocadas a longos períodos, onde muitas proteínas 
podem sofrer degradação. 
Assim, essa etapa do trabalho de tese teve como objetivo desenvolver 
uma metodologia simples e robusta a base de membrana polimérica que permita 
realizar a extração total das proteínas da urina, a fim de estabelecer um estudo 
quantitativo e qualitativo das proteínas extraídas da urina para detecção de 
proteínas candidatas a biomarcadores de doenças humanas.  
 Para realizar a extração das proteínas da urina, membranas poliméricas 
a base de celulose com diferentes composições (celulose, CE, nitrocelulose, NC e 
acetato de celulose, AC) e tamanhos de poro (0,22 e 0,45 µm) foram testadas. Além 
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disso, parâmetros, tais como pH do meio (3,4,5,6 e 7), vazão da urina (0,25, 0,5 e 
1,0 mL min-1) ao passar através da membrana foram, também, avaliados. 
 
3- Metodologia 
 
3.1- Materiais e reagentes 
 
3.1.1- Equipamentos 
 
• Balança analítica (Shimadzu, modelo AX200, classe I); 
• Fonte de corrente contínua (Armersham Biosciences, Suécia); 
• Espectrômetro de massas com ionização/dessorção a laser assistida por matriz 
(MALDI-TOF MS) modelo Ultraflex II (Bruker Daltonics); 
• Cromatógrafo líquido acoplado ao espectrômetro de massas (nLC-MS/MS) 
EASY-nLC II (Bruker Daltonics);  
• Scanner, modelo Image ScannerTM II (GE Healthcare, Suécia); 
• Sistema para eletroforese SDS-PAGE, modelo SE 600 Ruby (GE Healthcare, 
Suécia);  
• Ultracentrífuga, modelo Bio-Spin-R (BioAgency, Brasil). 
 
3.1.2- Tampões e soluções empregados 
 
• Solução corante (coomassie coloidal): ácido fosfórico 10% (v/v), sulfato de 
amônio 10% (m/v), comassie G-250 0,12%, metanol 20% (v/v), água deionizada; 
• Solução de gel: acrilamida 30% (m/v), N,N-metilenobisacrilamida 0,8% (m/v), 
água deionizada; 
• Solução extratora – Triton X-100 [1% (v/v)], e SDS [2% (m/v)], Tris-HCl (50 mmol 
L-1, pH 9,0); 
• Tampão Tris-HCl pH 8,8: água deionzada, Tris-base 1,5 mol L-1, ajuste de pH 
com ácido clorídrico (HCl); 
• Tampão de reidratação: ureia (7 mol L-1), bicarbonato de amônia (12 mmol L-1)  
água deionizada; 
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• Tampão de amostra: Tris-HCl pH 6,8 (40 mmol L-1), -mercaptoetanol 10% (v/v), 
glicerol 50% (v/v), SDS 10% (m/v), azul de bromofenol 0,1% (m/v); 
• Tampão de corrida (10 vezes concentrado): Tris-base (2 mmol L-1), glicina (192 
mmolL-1), SDS 0,1% (m/v), água deionizada; 
 
3.2- Métodos 
 
3.2.1- Aquisição das amostras 
 
Para esse estudo, a coleta da urina foi realizada de acordo com o 
protocolo internacional de coleta de urina desenvolvida pela concessão European 
Kidney and Urine Proteome (EuroKUP) e Human Kidney and Urine Proteome Project 
(HKUPP) (Yamamoto et al., 2008). Resumidamente, a segunda urina da manhã de 
oito indivíduos saudáveis (5 homens com idade de 26 ± 3 anos, e três mulheres com 
idade de 25 ± 3 anos) foram recolhidas com azida de sódio 1mmol L-1 e mantidas a 
4ºC. A urina recolhida foi pré-tratada por centrifugação 2500 x g durante 20 minutos 
para remover células, bactérias e outros detritos. Em seguida, as urinas foram 
agrupadas respeitando os grupos do sexo masculino e feminino. Alíquotas de 20 mL 
foram armazenadas a -60ºC até posteriores análises. 
 
3.2.2 – Procedimento de extração em fase sólida de proteínas urinárias usando 
membrana à base de celulose 
 
Para o estudo de extração das proteínas da urina, uma série de 
otimizações foi realizada. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Um 
esquema geral de todo o procedimento experimental é apresentado na Figura 3.2.  
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Figura 3.2- Procedimento de tratamento da urina. Usando um sistema de extração em fase sólida (SPE), a urina é forçada a passar através 
de um cartucho contendo um pedaço de gaze, para vedar completamente a seringa, e  duas membranas poliméricas com diâmetro de 1,2 cm 
que servirão para reter as proteínas provenientes do urina. Na etapa I, as proteínas são extraídas da membrana polimérica e realizada a 
corrida eletroforética unidimensional (SDS-PAGE) a fim de avaliar a eficiência da extração das proteínas. Na etapa II, as proteínas adsorvidas 
nas membranas poliméricas são digeridas usando tripsina e logo em seguida é realizada a análise por MALDI-MS/MS e nLC-MS/MS. 
Urina 
Extração de proteínas 
usando sistema manifold
Digestão on-membrane
I II
Membrana NC   
Análise por MALDI-TOF 
MS e LC-QTOF MS 
Solução de extração
SDS-PAGE
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A seguir, todos os parâmetros avaliados são apresentados: 
(i) Tipo de membranas (acetato de celulose, nitrocelulose e celulose);  
(ii) Poros das membranas (0,22 e 0,45 µm); 
(iii) Vazão da urina (0,25; 0,5 e 1,0 mL min-1); 
(iv) pH do meio (3, 4, 5, 6, 7); 
Para garantir uma maior interação entre as proteínas e a membrana, 
alguns parâmetros foram pré-definidos, por exemplo, duas membranas devidamente 
cortadas foram instaladas no interior da seringa, e o procedimento de passagem da 
urina através da membrana foi repetido três vezes. As membranas (celulose, 
nitrocelulose e acetato de celulose) foram cortadas em forma de disco com um 
diâmetro de aproximadamente 1,2 cm, e, em seguida, foram cuidadosamente 
instaladas dentro de uma seringa médica de 5 mL. A vedação completa da saída da 
seringa foi necessária para maximizar o rendimento da adsorção 
proteínas/membranas. Para isso, opcionalmente, gazes médicas foram inseridas na 
saída da seringa antes da instalação das membranas. Para ter uma maior 
reprodutibilidade das réplicas e controlar a vazão da urina (0,25; 0,5 e 1,0 mL min-1) 
que passa pela membrana, um sistema de extração em fase sólida (SPE) foi 
utilizado. O sal e os possíveis contaminantes foram eliminados pela adição de 1 mL 
de água deionizada incidida na membrana ao fim do processo.  
Para análise eletroforética unidimensional (SDS-PAGE), as proteínas da 
urina foram eluídas da membrana, usando uma solução de extração composta por 
Triton X-100 [1% (v/v)], e SDS [2% (m/v)], Tris-HCl (50 mmol L-1, pH 9,0). De uma 
maneira geral, a membrana com as proteínas urinárias adsorvidas foram cortadas 
em pequenos pedaços e inseridos em um novo microtubo limpo. Logo em seguida, 
0,3 mL da solução extratora foram adicionadas. O tubo contendo a solução extratora 
juntamente com a membrana picada foi homogeneizado por 10 min em temperatura 
ambiente e em seguida agitado durante 15 min em um banho ultrassônico. O 
sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, e submetido à evaporação até 
a secura total em uma centrífuga concentradora à vácuo, sem aquecimento. As 
proteínas urinárias remanescente, após a evaporação, foram reconstituída em 25 µL 
de uma solução contendo urea (8 mol L-1), CHAPS (2%, m/v), tiourea (3 mol L-1). 
Após o processo de extração, a concentração de proteínas presente na membrana 
foi medida, usando Bradford assay. Cada experimento foi realizado em triplicata para 
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controle de qualidade e análise estatística. A equação a seguir descreve o cálculo 
realizado para avaliar a eficiência da extração (E):  
E = (Ci-Cf/Ci) x 100%   
 
onde Ci é a concentração de proteína (µg  µL-1),  presente na urina antes de passar 
através da membrana, e Cf é a concentração de proteína (µg  µL-1) após passar pela 
membrana. 
      
3.2.3- Separação das proteínas por SDS-PAGE 
 
Cerca de 30 µg de proteínas resultantes da extração das membranass 
foram misturadas com tampão de amostra (ver item 3.1.2). As proteínas foram 
desnaturadas pelo aquecimento (98ºC por 3 min) e logo em seguida, as proteínas 
foram carregadas no gel de poliacrilamida 12% (v/v). A separação eletroforética foi 
realizada nas seguintes condições: voltagem de 200 V; corrente elétrica 40 mA e 
potência 7 W por 1 hora. Após a separação eletroforética, o gel foi corado com 
coomassie blue a fim de revelar as bandas proteicas. As imagens dos géis foram 
obtidas usando um Image Scanner. 
 
3.2.4- Digestão proteica on-membrane  
 
 A fim de obter uma digestão total das proteínas urinárias adsorvidas na 
membrana de nitrocelulose, a tripsina foi aplicada diretamente na membrana, 
resultando em um procedimento diferencial desse estudo. Para isso, a membrana 
com as proteínas adsorvidas foram cortadas em pequenos pedaços e, em seguida, 
inseridos em um novo microtubo. As ligações dissulfetos das proteínas urinárias 
foram reduzidas, utilizando 0,3 mL ditiotreitol (DTT, 10 mmol L-1, solubilizado em 
bicarbonato de amônia (Ambic), 12,5 mmol L-1). As amostras foram homogeneizada 
e incubadas por 60 min a 37 ºC. As cisteínas resultantes foram alquiladas usando 
0,3 mL de iodoacetamida (IAA) (50 mmol L-1, solubilizado em Ambic, 12,5 mmol L-1) 
durante 45 min em temperatura ambiente. Em seguida, 0,3 mL de Ambic foram 
adicionadas para remover qualquer resquício de IAA que possa interferir na ação da 
tripsina durante o processo de clivagem. Logo após a lavagem das amostras, 
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usando Ambic (12,5 mmol L-1), a tripsina (0,4 µg µL-1) foi adicionada, respeitando a 
proporção de 1:6 (tripsina:proteína, m/m). Uma vez que a tripsina foi adicionada, a 
digestão on-membrane foi realizada overnight à 37 ºC. Em seguida, os peptídeos 
resultantes foram transferido para um novo tubo, e 6 µL de ácido fórmico (98,8%, 
v/v) foram adicionados a fim de encerrar a atividade enzimática. Finalmente, as 
proteínas digeridas foram secas e reconstituídas em 0,1 mL (0,1 %, v/v), e em 
seguida foi dessalinizada usando Pierce ®
 
C18 Tips. 
   
3.2.5- Análise por MALDI-TOF MS 
 
 Após a digestão tríptica on-membrane, os peptídeos obtidos foram 
secos e reconstituído em ácido fórmico (0,3%, v/v). Em seguida, 0,5 µL da amostra, 
e 1 µL da solução de ácido α-ciano-4-hidroxicinamico (7 mg mL-1, solubilizado em 
ácido trifluoracético,TFA, 0.1% v/v, e ACN, 50% v/v) foram aplicados em uma placa 
de MALDI, seco ao ar, e em seguida analisados por MALDI-TOF MS modelo 
Ultraflex II (Bruker Daltonics). O espectrômetro de massa foi operado em modo íon 
positivo. Os espectros foram adquiridos no intervalo de m/z entre 600 e 3500. Um 
total de 500 espectros foram adquiridos para cada amostra com uma frequência de 
50 Hz. A calibração externa foi realizada com os picos monoisotópicos [M + H]+ de 
bradicinina 1-7 (m/z 757.3992), angiotensina II (m/z 1046.5418), angiotensina I (m/z 
1296.6848), substância P (m/z 1758.9326), ACTH clip 1-17 (m/z 2093,0862), ACTH 
18-39 (m/z 2465,1983) e somatostatina 28 (m/z 3147,4710). A busca para 
identificação dos peptídeos foram pesquisadas com os programas de busca 
MASCOT com o seguinte parâmetros: (i) SwissProt Database; (ii) massa molecular 
de proteína: todas; (iii) uma perda por clivagem; (iv) modificações fixas: 
carbamidometilação (C); (v) modificações variáveis: oxidação da metionina e (vi) 
tolerância de até 50 ppm, após a calibração externa. 
 
3.2.6- Análise por nLC-MS/MS 
 
A análise por nLC-MS/MS foi realizada usando um instrumento modelo 
EASY-nLC II (Bruker Daltonics), equipado com uma pré-coluna EASYColumn, C18-
A1, 2 cm, diâmetro interno 100 μm (Thermo Fisher Scientific) e uma coluna C18-A2, 
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10 cm, diâmetro interno 75 μm (Thermo Fisher Scientific). A separação 
cromatográfica foi realizada com base em gradiente de tampão B (90% - v/v ACN e 
0,1% - v/v ácido fórmico) a uma vazão de 300 nL min-1 durante 90 min. Todos os 
espectros foram adquiridos na faixa de 150-2200 Da. Os dados do LC-MS/MS foram 
analisados usando o Software Data Analysis 4.2 (Bruker). As proteínas foram 
identificadas usando Mascot (Matrix Science, UK). Os espectros MS/MS foram 
procurados contra o banco de dados Swissprot 57,15 (515,203 seqüências; 
181.344.896 resíduos), estabelecendo a taxonomia para o Homo sapiens (20.266 
sequências). Os dados de Tandem MS foram pesquisados empregando o MASCOT, 
com os seguintes parâmetros: tolerância de massa precursora de 20 ppm, tolerância 
ao fragmento de 0,05 Da, especificidade da tripsina com um máximo de 2 clivagens 
perdidas, carbamidometilação de cisteína definida como modificação fixa e oxidação 
de metionina e acetil (N-termo) como modificação variável. O limiar de significância 
para as identificações foi configurado para p <0,05.  
 
3.2.7- Análise estatística 
  
Para a análise estatística, cinco réplicas de cada amostra foram aplicadas 
na placa de MALDI. Os dados dos espectros brutos correspondentes de cada 
amostra foram pré-processados utilizando o programa Mass-Up 
(http://sing.ei.uvigo.es/mass-up/). Em seguida, a análise de componente principal 
(PCA) foi realizada com os seguintes parâmetros: (i) componentes máximos (-1 para 
nenhum número máximo de componentes); (ii) variação de cobertura (0,95); (iii) 
normalizar. Uma análise hierarquical clustering foi, também, aplicada como um 
complemento à análise PCA. Para análise de agrupamento foram utilizados os 
seguintes parâmetros: (i) variância mínima (0); (ii) presença mínima intra-amostra 
(0); (iii) agrupamento profundo (não). 
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4- Resultados e Discussão 
  
4.1- Otimização dos parâmetros para extração das proteínas urinárias 
utilizando membranas poliméricas. 
 
4.1.1- Influência da composição da membrana 
 
Para discutir o efeito da morfologia da membrana sobre a eficiência de 
extração da proteína urinária, foram avaliados três tipos de membranas à base de 
celulose (celulose, CE, nitrocelulose, NC, e acetato de celulose, AC). Para isso, 
foram aplicadas membranas com o mesmo tamanho de poro (0,22 μm). Além disso, 
o experimento foi realizado utilizando um vazão inicial de urina de 1 mL min-1 e um 
valor de pH igual a 7,0. A fim de obter uma maior interação proteína-membrana, 
duas membranas cortadas foram instaladas na seringa, e a urina foi passada através 
da membrana três vezes. A Figura 3.3., painel A, ilustra os resultados obtidos. A 
partir da Figura 3.3, observa-se que, entre as membranas utilizadas, NC foi a 
membrana que apresentou melhores resultados, sendo a recuperação proteica de 
68 ± 3% (n=3), enquanto AC e CE permitiram extrair cerca de 61±3% (n=3) e 59±1% 
(n=3), respectivamente. Este fato pode ser justificado em termos das propriedades 
químicas dos polímeros (Pimet et al., 1995). Diferentes materiais formadores de 
membranas têm diferentes capacidades de atração de afinidade intrínseca para 
diferentes proteínas. Assim, a adsorção das proteínas na membrana depende de 
várias interações químicas, incluindo a atração eletrostática, interação de van der 
Waal, interação hidrofóbica e ligação de hidrogênio. Embora as três membranas 
tenham capacidade de ligação de hidrogênio, devido às moléculas de oxigênio 
presentes na sua estrutura, o dipolo forte do grupo de nitrato na membrana de NC 
interage com o dipolo forte da ligação de peptídeos na proteína, dando origem a 
uma forte afinidade eletrostática. Nesse caso, espera-se que a interação 
eletrostática entre a membrana e a proteína seja o principal fator que domine o 
comportamento de adsorção, justificando, portanto, um ligeiro aumento da 
recuperação proteica pela membrana NC em relação à AC e CE, nesta ordem (Low 
et al., 2013). Assim, considerando os resultados acima apresentados, a membrana 
NC foi selecionada para realizar os experimentos seguintes. 
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Figura 3.3- Avaliação das melhores condiçoes para a extração de proteínas urinárias, 
usando membrana polimérica. A) composição da membrana; B) tamanho de poro; C) 
vazão da urina; D) influência do pH. A análise estatística foi realizada usando teste-t, onde * 
p< 0,05 e ** p> 0,05.   
 
4.1.2- Influência do tamanho do poro 
 
Para avaliar o efeito do tamanho de poro da membrana na extração de 
proteína urinária, foram avaliados dois diferentes tamanhos de poro da membrana 
de NC (0,22 e 0,45 μm). Para isto, foi aplicada uma vazão de urina de 1 mL min-1 e 
pH 7,0 como condições predefinidas. A partir da Figura 3.3, painel B, pode-se notar 
que usando membrana NC com tamanho de poro igual a 0,22 μm, o rendimento de 
extração aumentou significativamente, sendo a recuperação de proteína igual a 
79±4% (n=3), enquanto que, usando membrana de NC com tamanho de poro igual a 
0,45 μm, a recuperação foi de aproximadamente 70±6% (n=3). Esta observação 
pode ser explicada pelo fato dos poros menores oferecerem boa acessibilidade e 
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grandes áreas de superfícies, favorecendo uma maior adsorção de proteínas na 
membrana (Pimet et al., 1995). Em outras palavras, os poros nas membranas 
podem ser referidos como capilares carregados. O tamanho diferente de poro 
eventualmente contribui para a quantidade disponível de tais capilares carregados 
numa amostra de membrana, assim os poros menores (com o seu maior número de 
capilares carregados) são capazes de ligar mais moléculas de proteína à membrana, 
devido à sua elevada quantidade de local ativo (Na et al., 2012). Por conseguinte, 
estes resultados mostram que o poro da membrana tem um efeito significativo na 
extração da proteína e, assim, para a experiência seguinte, selecionou-se uma 
membrana de NC com um tamanho de poro igual a 0,22 μm. 
 
4.1.3- Influência da vazão de urina que passa através da membrana 
 
A vazão da urina através da membrana pode desempenhar um papel 
importante na adsorção de proteínas na membrana (Zhang, 2008). Desta forma, foi 
também investigada a taxa de fluxo da urina. Para isso, realizou-se uma série de 
experimentos, utilizando-se a vazão de urina: 0,25, 0,5 e 1,0 mL min-1. 
Resumidamente, 1 mL de urina foi passado através da membrana NC (0,22 μm) em 
diferentes tempos (1, 2 e 4 min). O pH da urina foi ajustado para 7,0. Os resultados 
destas experiências são ilustrados na Figura 3.3, painel C. Conforme mostrado na 
figura, a eficiência de extração aumentou significativamente quando o fluxo de urina 
diminuiu. Assim, o fluxo da urina de 0,25 mL min-1 apresentou eficiência significativa 
na extração de proteína urinária quando comparada com 0,5 e 1 mL min-1, nesta 
ordem. Para uma vazão de urina igual a 0,25 mL min-1, foi observada uma 
recuperação de proteína de 79±2% (n=3), enquanto que para 0,5 e 1,0 mL min-1, os 
rendimentos de recuperação foram de 71±3% e 64±3 (n=3), respectivamente. Este 
fato pode ser explicado em termos de tempo de interação entre a proteína e 
membrana. Em outras palavras, quando a vazão de urina é aumentada, a interação 
proteína-membrana diminui correspondentemente, uma vez que o tempo de 
interação é pequeno. No entanto, quando há uma diminuição no fluxo de urina, o 
tempo de interação proteína-membrana é aumentado, e, consequentemente, há 
uma grande interação entre as proteínas urinárias e a superfície da membrana, 
justificando, portanto, a recuperação ao fluxo de urina de 0,25 mL min-1(Low et al., 
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2013). Assim, 0,25 mL min-1 foi selecionado como vazão de urina ótima para os 
experimentos seguintes. 
 
4.1.4- Influência do pH  
 
O valor do pH é um parâmetro importante que pode afetar a extração de 
proteína urinária pela membrana de NC, uma vez que influencia os estados de carga 
das proteínas, bem como altera a carga da superfície da membrana, influenciando 
assim a interação entre as proteínas e a membrana de NC  (Thongboonkerd et al., 
2009). Para avaliar o efeito do pH na extração proteica, o pH da urina foi ajustado, 
variando de 3 a 7. Para isso, a vazão da urina e o tamanho de poro foram 
estabelecidos como 0,25 mL min-1 e 0,22 μm, respectivamente. Nestas condições as 
recuperações foram 93±4%, 89±2%, 82±8%, 83±8% e 78±4% (n=3) para os 
seguintes valores de pHs 3,0, 4,0, 5,0, 6,0 e 7,0, respectivamente (Figura 3.3, painel 
D). Diante dos resultados obtidos, o pH 3,0 foi selecionado como pH ótimo para 
extração de proteínas urinárias por meio de membrana de NC. 
 
4.2- Aplicação: classificação de gênero 
 
Uma vez que as condições ótimas para a recuperação das proteínas 
urinárias, usando membrana polimérica de NC foram encontradas, e a retenção do 
conteúdo de proteína da urina foi superior a 90%, o melhor procedimento de 
extração das proteínas urinárias foi aplicado para obter o perfil eletroforético das 
proteínas extraídas da membrana (Figura 3.4).  Com a análise de SDS-PAGE, pode-
se complementar as análises de quantificação, bem como confirmar a eficiência da 
metodologia aqui desenvolvida. Além disso, uma prova de conceito foi realizada: 
uma classificação de gênero. 
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Figura 3.4- Imagem representativa de gel SDS-PAGE, obtido após desorção das 
proteínas urinárias da superfície da membrana de NC. A) primeira réplica do gel; B) 
segunda réplica gel. 
 
Para a classificação de gênero, a urina de voluntários do sexo masculino 
e feminino, conforme descrito no item 3.2.1, foi submetida ao protocolo de preparo 
de amostra desenvolvido neste trabalho de tese. O conteúdo de proteína de cada 
amostra de urina foi retido na membrana, e então, a tripsina foi aplicada, como 
explicado no item 3.2.4. Em seguida, os extratos contendo os peptídeos foram 
retirados e preparados para análise por MALDI. A Figura 3.5 apresenta alguns 
exemplares de espectros obtidos do sexo masculino (painel A) e sexo feminino 
(painel B) utilizados para a classificação de gênero. Pela figura, pode-se observar 
diferenças nas intensidades dos espectros. No espectro do sexo masculino, picos de 
razão massa/carga (m/z) 982, 1129, 1382, 1797 e 1910 mostram-se com altas 
intensidades quando comparado com o espectro do sexo feminino, enquanto que 
para o espectro do sexo feminino, os picos de razão massa/carga (m/z) 842, 982, 
1213, 1708, 1919 e 280 mostram-se em maiores intensidades em relação ao 
espectro do sexo masculino, demonstrando, assim, diferenças no proteoma entre os 
sexos. Tais diferenças podem ser justificadas em termos de variabilidade biológica. 
Em outras palavras, mulheres apresentam ciclos biológicos durante o mês que 
aumenta os níveis de hormônios em seu corpo, o que pode desencadear diferenças 
no proteoma dos seus fluidos corporais, especialmente da urina. 
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Figura 3.5- Imagens representativas de espectros obtidos para classificação de 
gênero. A) sexo masculino; B) sexo feminino 
 
As listas de m/z obtidas foram utilizadas para classificar as amostras 
utilizando a análise PCA. A análise de PCA é representada na Figura 3.6, painel A, 
mostrando uma boa classificação, sendo os indivíduos do sexo masculino 
claramente agrupados para além do sexo feminino. Isto também foi confirmado 
usando clustering como mostrado na Figura 3.6, painel B, onde claramente homens 
e mulheres são agrupados separadamente. 
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Figura 3.6- Classificação de gênero (masculino e feminino). A) análise de componente 
principal (PCA), onde vermelho representa o sexo masculino e verde sexo feminino; e B) 
Hierarquical clustering, onde F- feminino e M- masculino. 
 
Para confirma as diferenças observadas nos perfis obtidos por MALDI-
MS, uma avaliação por LC MS/MS foi realizada. A partir dessa avaliação, um total de 
152 proteínas e 159 proteínas foi identificada para as amostras de urina do grupo do 
sexo feminino e do grupo do sexo masculino, respectivamente (Tabela A1, anexo). A 
análise de vulcano plot representada na Figura 3.7, painel A, mostra 13 proteínas 
com uma concentração significativamente diferente entre o sexo feminino e o sexo 
masculino (p <0,05). Três proteínas foram encontradas com maior concentração na 
amostra feminina enquanto dez foram encontradas reguladas positivamente no 
masculino (Figura 3.7, painel B, Tabela A1, Anexo). Esse fato reflete as diferenças 
de gênero e ajuda a explicar o motivo pelo qual o gênero pode ser discriminado 
usando urina e o perfil de espectrometria de massa baseado em MALDI. As 149 
proteínas restantes apresentou concentração similar entre amostras de urina 
feminina e masculina (p <0,05) (Tabela A1, Anexo). 
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Figura 3.7- Comparação das proteínas obtidas a partir da urina do sexo feminino e do 
sexo masculino (pools): (A) Vulcano plot ilustra as proteínas abundantemente 
diferenciadas (p <0,05). (B) Considerando as proteínas comuns: três proteínas com maior 
abundância significativa no sexo feminino (p <0,05) e 10 proteínas com maior abundância 
significativa no sexo masculino (p <0,05). Centro: número de proteínas com níveis de 
concentração semelhantes. Onde, APOH- Beta 2-glycoprotein1; RNAS1- Ribonuclease 
pancreatic; WFDC5- Wap four-disulfide core domain protein 5;  AMYP- Pancreatic alpha-
amylase; ITIH4- Inter-alpha trypsin inhibitor heavy chain H4; ApoD- Apolipoprotein D; 
IGHG1- Ig  gamma-1 chain C region; EGF- Pro-epidermal growth factor; CD248- Endosialin; 
PIGR- Polymeric immunoglobulin receptor; NID1- Nidogen-1; VASN- Vasorin  
 
5- Considerações parciais 
 
Neste capítulo de tese foi apresentada uma nova metodologia que 
permite analisar o proteoma da urina. O método baseia-se na extração de proteínas 
da urina por meio das suas interações com membranas poliméricas à base de 
celulose. Para isso, alguns parâmetros foram otimizados, foram eles: composição da 
membrana polimérica (celulose, acetato de celulose, nitrocelulose), tamanho do poro 
da membrana (0,22 e 0,45 µm), vazão da urina (0,25, 0,5 e 1 mL-1) e pH do meio (3, 
4, 5, 6, e 7). Foi observado que os melhores resultados foram obtidos usando 
membrana de nitrocelulose, com um tamanho de poro de 0,22 µm e vazão de urina 
de 0,25 mL min-1, além de usar um pH 3 para obter uma retenção superior a  90% 
das proteínas urinárias na membrana. Além disso, a metodologia desenvolvida foi 
aplicada em um estudo de classificação de gênero, a fim de avaliar uma 
diferenciação proteômica entre indivíduos do sexo masculino e do sexo feminino. A 
partir desse estudo foi obtida uma classificação significativa entre os sexos, 
conforme estabelece os dados de PCA e hierarquical clastering, bem como vulcano 
plot e os gráficos de intersecção.  
MasculinoFeminino
A B
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Considerações finais 
 
 Neste trabalho de tese, os perfis de proteínas e íons metálicos em 
amostra de soro sanguíneo de indivíduos saudáveis e pacientes com diagnóstico de 
transtorno afetivo bipolar, esquizofrenia e outros transtornos psiquiátricos, tal como 
esquizoafetivo, foram avaliados, a fim de identificar possíveis espécies químicas 
candidatas a biomarcadores do transtorno afetivo bipolar. Além disso, essa tese 
apresentou, também, uma nova metodologia de preparo de amostra baseada em 
membranas poliméricas para caracterizar o proteoma de urina livre de interferentes. 
No Primeiro Capítulo, foi observado que entre os métodos de depleção 
avaliados para simplificar o proteoma do soro sanguíneo dos grupos estudados 
(indivíduos saudáveis e doentes), o kit PM apresentou-se como sendo a melhor 
estratégia para remover proteínas de alta abundância e por isso foi escolhido para o 
tratamento do soro sanguíneo de TAB, ESQ, OTM, CSNF e CSF. Da análise por gel 
2-D DIGE, 37 spots de proteínas foram encontrados como diferencialmente 
abundantes (p <0,05, teste t de Student). A partir destes spots detectados, 13 
diferentes proteínas foram identificadas: ApoA1, ApoE, ApoC3, ApoA4, Samp, 
SerpinA1, TTR, IgK, Alb, VTN, TR, C4A e C4B. Pela rede de interação global, essas 
proteínas atuam juntas e estão associadas com citocinas pró-inflamatória, as quais 
atuam em resposta a alguma lesão inflamatória, como, por exemplo, a 
neuroinflamação, justificando, assim, as alterações encontradas na amostra de soro 
sanguíneo dos pacientes com TAB quando comparados com os controles. 
No Segundo Capítulo, um método baseado em extração assistida por 
ultrassom foi proposto, a fim de determinar Zn, Cu, Fe, Li, Cd e Pb em amostras de 
soro humano por ICP-MS para discriminar pacientes com transtorno bipolar de 
outras doenças psiquiátricas. O sonorreator do tipo cup-horn em conjunto com a 
solução de extração contendo HCl de 40% (v/v) HNO3 + 30% (v/v) com tempos de 
sonicação curtos (3 min) e baixa amplitude de sonicação (60%, equivalente a 160W 
de potência) mostrou-se eficiente para a extração dos metais nas amostras de soro 
sanguíneo. Após a aplicação do método proposto em amostras de soro sanguíneo 
de pacientes com TAB, ESQ e de indivíduos saudáveis, foram observadas 
diferenças significativas nos níveis de Fe, Cu, Zn e Li para TAB e ESQ quando 
comparados com os controles, sendo que para o grupo do TAB, os metais foram 
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observados em alto nível, enquanto que para o grupo de ESQ, todos os metais 
foram encontrados em baixos níveis.  
Após a realização dos dois estudos ômicos (proteômica e ionômica), uma 
relação forte pôde ser estabelecida entre os resultados obtidos. Por exemplo, foram 
observadas diferenças significativas nos níveis de ferro para ambas as doenças 
(TAB e ESQ) quando comparados com o controle. Ferro é essencial para função 
neurológica normal, participando de maneira efetiva na síntese de mielina e 
neurotransmissores. O aumento da concentração do ferro no cérebro de pacientes 
com doenças neurológicas está diretamente relacionado com o aumento da proteína 
transferrina em algumas regiões do cérebro. Essa informação corrobora com os 
resultados encontrados nesse trabalho de tese, uma vez que foi observada uma 
elevada abundância de transferrina e de íons ferro livres em soro sanguíneo de 
pacientes com TAB quando comparado com indivíduos saudáveis. Outra relação 
importante entre os dois estudos (proteômico e ionômico) está relacionada com os 
íons zinco e cobre encontrados significativamente alterados nesse estudo de tese 
para o TAB e ESQ quando comparados com o controle. Ambos os íons metálicos 
(Zn e Cu) podem interagir com proteínas amiloides. Um aumento no nível de zinco e 
proteínas serum amyloid P component foi observado em amostra de pacientes com 
TAB quando comparado com os pacientes do grupo de esquizofrenia, comprovando, 
assim, a direta relação entre proteínas e metais na patofisiologia do transtorno 
afetivo bipolar.   
No Terceiro Capítulo foi observado que o método desenvolvido à base de 
membrana polimérica de nitrocelulose para caracterizar o proteoma da urina em 
amostras de indivíduos saudáveis permitiu uma recuperação de 90% das proteínas 
presentes no fluido, apresentando-se, assim, como um método eficiente de extração 
de proteínas urinárias. Foi observado, também, que com a aplicação da metodologia 
desenvolvida em amostras de urinas de indivíduos saudáveis para diferenciar o 
proteoma dos gêneros masculinos e femininos, uma classificação significativa foi 
estabelecida segundo dados estatísticos, podendo afirmar que há diferenças no 
proteomas entre os sexos. 
Como possíveis limitações desse estudo, pode-se citar o número amostral 
envolvidos na pesquisa. No entanto, tal fato pode ser justificado em termos da 
seleção dos indivíduos participantes, uma vez que se buscou a homogeneização 
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nos perfis dos indivíduos envolvidos no estudo tanto de idade, sexo e peso, quanto 
de tratamento da doença. 
Diante dos resultados obtidos e das informações expostas, este trabalho 
de tese abre novas perspectivas para o entendimento dos mecanismos 
patofisiológicos do transtorno afetivo bipolar, bem como apresenta um novo 
procedimentos de preparo de amostra em fluidos corporais, especificamente soro 
sanguíneo e urina, com o objetivo de descobrir marcadores biológicos de doenças 
humanas.  
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
Dados sobre a pesquisa 
Título do projeto: “Estudo proteômico e metalômico para a identificação de possíveis biomarcadores 
em amostras de soro sanguíneo de pacientes com transtorno afetivo bipolar” 
Pesquisador responsável: Alessandra Sussilini  
Cargo/função: Professora do Instituto de Química da Unicamp 
 Faço parte do projeto de pesquisa que tem como objetivo analisar e comparar as proteínas e 
metaloproteínas de sangue, em pessoas portadoras do transtorno afetivo bipolar ou não (grupo 
controle), buscando verificar se existe uma relação entre estas proteínas com o transtorno afetivo 
bipolar, com o tratamento aplicado ou com fatores genéticos. 
 Para poder realizar esta pesquisa, necessito que o(a) senhor(a) concorde em responder a um 
breve questionário a respeito dos dados pessoais, do uso de medicamentos e da presença de 
doenças, e também em doar 5 mL de sangue para ser analisado. Além disso, convidamos também 
você a participar de uma entrevista, respondendo perguntas sobre sua saúde mental atual, problemas 
de saúde apresentados no passado por você ou familiares e tratamentos realizados. Concordando 
em participar da pesquisa, profissionais qualificados irão coletar o sangue.  
 É garantido o sigilo absoluto de sua identidade na apresentação dos resultados obtidos 
durante a pesquisa. Caso haja interesse, eu poderei lhe fornecer o resultado individual da análise do 
seu sangue. Não haverá benefício financeiro ou de qualquer outro tipo. O desconforto e risco possível 
da participação se referem à coleta de sangue, mas esta será realizada por profissionais qualificados, 
usando material adequado e descartável. É também garantido que o(a) senhor(a) pode desistir de 
participar da pesquisa a qualquer momento, sem prejuízos para o seu tratamento atual ou futuro, e 
que, se eu não autorizar, as amostras coletadas não serão utilizadas para outros fins (elas somente 
serão utilizadas de acordo com os objetivos deste trabalho). 
 O(a) senhor(a) receberá uma cópia deste documento e eu me colocarei à disposição para o 
seu acompanhamento ao laboratório de coleta e também para esclarecimentos necessários antes, 
durante e após a pesquisa. 
Declaro que, depois de esclarecido (a) pelo pesquisador e ter entendido o que me foi 
explicado, concordo em participar do Projeto de Pesquisa. Autorizo o armazenamento do meu sangue 
pelo IQ-Unicamp para utilização em pesquisas futuras, desde que elas sejam devidamente aprovadas 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da FCM-Unicamp, e se cabível, pelo Conselho Nacional de 
Ética em Pesquisa (CONEP):  
 _____Sim              _____Não 
 Campinas, _____ de ___________________ de 20___. 
_____________________________                       _____________________________ 
  Assinatura do(a) doador(a)        Assinatura do pesquisador  
 
 
 
 
 
Para maiores informações, dúvidas e esclarecimentos sobre a pesquisa, falar com Alessandra 
Sussulini - telefone: (19) 3521-3060 ou (19) 99324-5795; e-mail: sussulini@iqm.unicamp.br; 
endereço: Laboratório B226, Instituto de Química, Unicamp, Campinas, SP. 
Comitê de Ética em Pesquisa - telefone: (19) 35218936; endereço: Rua Tessália Vieira de Camargo, 
126. Cidade Universitária “Zeferino Vaz”, Barão Geraldo, Campinas/SP. CEP 13083-970. 
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FORMULÁRIO DE COLETA DE DADOS 
TODOS OS GRUPOS: 
1) Identificação do caso da pesquisa: Grupo/Número: ____________________ 
(a ser preenchido pelo pesquisador) 
2) Idade: _____ anos         
3) Altura: ________ 
4) Peso:  ________ 
5) É fumante?    (  ) sim         (  ) não 
Caso sim, há quanto tempo? __________   Quantos cigarros por dia? _______  
6) Possui alguma doença?   (  ) sim      (  ) não 
Caso sim, qual (is)? _______________________________________________ 
7) Faz uso de medicamentos (não considerar aqueles utilizados no tratamento do transtorno 
afetivo bipolar, se for o caso)? (  ) sim                (  ) não 
Caso sim: Qual (is)? 
__________________________________________________________________________
_________________________________________________________________________ 
Qual a dose?  ______________________________________________________________ 
Há quanto tempo? ________________________________________________ 
 
GRUPOS Transtorno bipolar, esquizofrênico, outros transtornos mentais: 
 
Quanto ao transtorno afetivo bipolar: 
6) Há quanto tempo foi diagnosticada a doença? __________________________________ 
7) Já foi diagnosticada anteriormente como depressiva? (  ) sim         (  ) não 
8) Qual (is) medicamento (s) é (são) utilizado (s) em seu tratamento? 
__________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________ 
 
9) Qual a dose? ____________________________________________________________ 
 
10) Há quanto tempo faz este tratamento? _______________________________________ 
 
11) Já fez algum tratamento diferente antes do atual?     (  ) sim          (  ) não 
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Caso sim, com qual (is) medicamento (s)? Qual a dose? 
_________________________________________________________________________ 
_________________________________________________________________________ 
 
Outras observações ou comentários: 
__________________________________________________________________________ 
__________________________________________________________________________ 
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Tabela A.1- Proteínas identificadas para o grupo do sexo feminino e sexo masculino (p < 0,05). 
Proteína Fator de regulação  (sexo masculino:sexo feminino) 
CD27 antigen +1,5 
Ceruloplasmin -1,2 
Protein shisa-5 +1,2 
Ig kappa chain V-III region B6 -1,5 
SLAM family member 5 +1,8 
Autophagy-related protein 9B -1,7 
Protein AMBP +1,2 
Pepsin A -1,5 
Pancreatic secretory trypsin inhibitor -1,4 
Alpha-1-antitrypsin +1,5 
Alpha-1B-glycoprotein -1,4 
WNT1-inducible-signaling pathway protein 2 +1,5 
Attractin -1,5 
Butyrophilin subfamily 2 member A1 +1,5 
Ig kappa chain V-III region HAH -1,3 
Src substrate cortactin +1,1 
Collagen alpha-1(VI) chain -1,6 
Ig kappa chain V-III region WOL +1,4 
Filamin-C -1,5 
PH-interacting protein +1,8 
Small proline-rich protein 2A -1,3 
Protocadherin gamma-C3 +1,2 
Leucine-rich alpha-2-glycoprotein +1,5 
Beta-galactosidase +1,5 
  
Uncharacterized protein KIAA0467 
Protein S100-A7 
Protein S100-A8 
Protein S100-A9 
Ig kappa chain V-II region Cum 
Folate receptor alpha 
Cadherin-13 
Tyrosine-protein kinase receptor UFO 
Alpha-2-HS-glycoprotein 
WAP four-disulfide core domain protein 5 
Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor III-A 
  
Desmocollin-2 
Nidogen-1 
Complement decay-accelerating factor 
Vesicular integral-membrane protein VIP36 
Mucin-like protein 1 
Polymeric immunoglobulin receptor 
Immunoglobulin J chain 
ICOS ligand 
Uncharacterized protein C1orf56 
Prothrombin 
Hemoglobin subunit alpha 
  
Ig mu chain C region 
CD44 antigen 
Uteroglobin 
Cystatin-C 
GTPase IMAP family member 2 
Lactotransferrin 
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 12A 
Podocalyxin-like protein 1 
Cystatin-A 
Tyrosine-protein kinase ABL2 
Bone marrow proteoglycan 
  
Putative lipocalin 1-like protein 1 
Ubiquitin 
Calmodulin-like protein 5 
Fibulin-1 
Ig gamma-1 chain C region 
Prostate-specific antigen 
Procollagen C-endopeptidase enhancer 1 
Poliovirus receptor 
Uromodulin 
Cadherin-2 
Thioredoxin 
  
Cornifin-B 
Cornifin-A 
Protein S100-A7A 
Collagen alpha-1(XV) chain 
Histone demethylase UTY 
Serotransferrin 
Fatty acid-binding protein 
Arylsulfatase A 
Trinucleotide repeat-containing gene 6B protein 
Acyl-CoA-binding protein 
Matrilin-4 
  
Extracellular superoxide dismutase [Cu-Zn] 
Complement C1r subcomponent-like protein 
Ig kappa chain V-I region DEE 
Protein S100-A11 
Sodium- and chloride-dependent glycine transporter 2 
Xylosyltransferase 1 
Roundabout homolog 4 
Uncharacterized protein C5orf42 
Sterol regulatory element-binding protein 2 
Alpha-2-macroglobulin 
Plasminogen 
  
Neurosecretory protein VGF 
Ig alpha-2 chain C region 
Myeloperoxidase 
Secreted and transmembrane protein 1 
Ig kappa chain V-I region Ni 
Gelsolin 
Major prion protein 
Ig heavy chain V-III region TIL 
Beta-2-glycoprotein 1 
Sorting nexin-30 
Alpha-1-antichymotrypsin 
  
Biotinidase 
Hemopexin 
Aminopeptidase N 
Thrombospondin-1 
Beta-hexosaminidase subunit alpha 
Small proline-rich protein 3 
Haptoglobin 
Protein YIPF3 
Galectin-3-binding protein 
Peptidoglycan recognition protein 1 
Basement membrane-specific heparan sulfate proteoglycan core protein 
  
Ig kappa chain V-I region HK102 (Fragment) 
Apolipoprotein(a) 
Cyclic AMP-responsive element-binding protein 3-like protein 3 
Phosphatidylcholine-sterol acyltransferase 
Sodium/potassium-transporting ATPase subunit gamma 
Zinc finger CCHC domain-containing protein 16 
Immunoglobulin superfamily member 8 
Laminin subunit gamma-1 
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 14 
Guanylin 
Tumor necrosis factor receptor superfamily member 16 
  
Endothelial protein C receptor 
Amyloid beta A4 protein 
CMRF35-like molecule 9 
CMRF35-like molecule 8 
Pancreatic alpha-amylase 
Frizzled-4 
Ig heavy chain V-III region BRO 
Serum albumin 
Ig kappa chain V-III region VG (Fragment) 
Interleukin-18-binding protein 
Kininogen-1 
  
